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1 I. Einleitung

I. EINLEITUNG

Erst vor wenigen Jahren wurde infolge eindrucksvoller Entwicklungen in der Biotechnologie
der Weg zu einer kommerziellen Herstellung von Arzneistoffen auf Protein- und Peptidbasis
geebnet. Dank ihrer ausgeprigten Spezifitit fiir pathogene Zielstrukturen halten sie derzeit mit
einer rasanten Geschwindigkeit Einzug in die Arzneimitteltherapie. Zwar waren im Jahr 2004
nur rund drei Prozent aller auf dem deutschen Markt zugelassenen Préparate biotechnologischen
Ursprungs; von den Medikamenten, fiir die derzeit eine Zulassung beantragt ist, basieren jedoch
bereits 12 Prozent auf proteinogenen Wirkstoffen. Der Anteil der Proteinpharmazeutika an den
in klinischen Studien der Phase III getesteten Arzneimitteln betrdgt sogar schon 20 Prozent

[VEA 2004].

Die ersten therapeutischen Proteine stellten zunichst naturidentische Biomolekiile wie humanes
Insulin oder Erythropoietin dar, die sich im Rahmen konventioneller Substitutionstherapien
einsetzen lieBen. Gegeniiber den natiirlichen Vorbildern boten die rekombinant hergestellten
Arzneistoffe den Vorteil eines verringerten Kontaminationsrisikos mit Pathogenen sowie die
Aussicht, dem wachsenden Marktbedarf mit hoheren Produktionskapazititen begegnen zu
konnen [Walsh 2004]. Inzwischen besteht dank des zunehmenden Verstiandnisses der Struktur-
Funktions-Beziehungen von Proteinen auch die Moglichkeit, biotechnologische Wirkstoffe
gezielt fiir medizinische Anwendungen mafBzuschneidern [Walsh 2004]. Dabei ldsst sich nicht
nur die Targetspezifitit und -affinitét einer Substanz steuern, sondern auch die Pharmakokinetik
und Toxizitdt eines Préparates. Ein Beispiel jener neuen Generation rekombinanter Arzneimittel
ist die jiingst entwickelte Wirkstoffgruppe der Immunzytokine. In diesen Fusionsproteinen sind
tumorspezifische Antikdrper mit Zytokinen zu einem einzigen Molekiil verschmolzen, um eine
Verbesserung des therapeutischen Profils gegeniiber der Verabreichung der Einzelkomponenten

zu erzielen [Lode et al. 1998].

Mit Blick auf ihren therapeutischen Nutzen sind die schnellen Entwicklungen auf dem Gebiet
der proteinogenen Wirkstoffe ohne Zweifel sehr zu begriilen. Dessen ungeachtet stellt jedoch
die Formulierungsfindung fiir die neuen Arzneimittel eine enorme Herausforderung dar [Wang
1999, Wang 2000]. Die komplexe Struktur von Proteinen bedingt eine hohe Anfalligkeit
gegeniiber Abbaureaktionen, die durch unterschiedlichste Faktoren wihrend Herstellung,
Transport, Lagerung oder Anwendung eines Prédparates ausgeldst werden und weitreichende
Folgen fiir die Wirksamkeit oder Immunogenitit haben konnen. Durch die Optimierung
relevanter Formulierungsparameter und den FEinsatz geeigneter Hilfsstoffe muss es letztlich
gelingen, die strukturelle Integritit eines proteinogenen Arzneistoffes auch in

stabilitdtskritischen Situationen zu gewihrleisten.
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Konventionelle, fiir chemische Substanzen entwickelte Formulierungen konnen fiir Protein-
pharmazeutika nicht verwendet werden, da sie dem Wirkstoff keinen ausreichenden Schutz
bieten. Genauso wenig lassen sich etablierte Proteinformulierungen unbesehen auf neue
Arzneistoffe iibertragen, weil die grofle strukturelle Vielfalt biologischer Molekiile ganz
individuelle physikochemische Eigenschaften bedingt und somit die Anforderungen an die

Zusammensetzung einer Zubereitung sehr unterschiedlich sein konnen.

Vielmehr sind fiir neu entwickelte Wirkstoffkandidaten ausfiihrliche Préaformulierungs- und
Stabilititsstudien erforderlich, in denen die spezifischen Ursachen und Mechanismen von
Abbaureaktionen ermittelt werden. Auf Basis dieser Untersuchungen wird schlieflich die
geeignete Arzneiform sowie eine optimale Rezepturzusammensetzung fiir den neuen

Proteinwirkstoff ausgewéhlt.



3 I. Einleitung

1  Immunzytokine

1.1 Historischer Uberblick

Bereits 1900, wenige Jahre nach der Entdeckung der Antikorper, dullerte Paul Ehrlich als
Erster die Hoffnung, die Eigenschaften dieser Molekiile einmal fiir den spezifischen Angriff
auf pathogene Ziele ausnutzen zu konnen [Ehrlich 1900]. Die praktischen Vorraussetzungen
zur Realisierung seiner Idee wurden jedoch erst 70 Jahre spdter geschaffen, etwa durch die
Entwicklung rekombinanter DNA-Technologien und die Einfiihrung der Hybridomtechnik

zur Erzeugung monoklonaler Antikorper [Ko6hler und Milstein 1975].

Bald danach wurden klinische Studien zum Einsatz therapeutischer Antikorper in der
Tumortherapie begonnen, wobei sich bereits 1982 erste Erfolge bei der Behandlung des
malignen Lymphoms einstellten [Miller et al. 1982]. Die darauthin voller Enthusiasmus
durchgefiihrten Studien mit weiteren Immunglobulinen verliefen zumeist enttduschend, da die
Verwendung unmodifizierter Maus-Antikorper erhebliche Schwierigkeiten hinsichtlich der
Effektivitdt und Vertraglichkeit bereitete [Waldmann 2003]. Erst durch die Entwicklung
humanisierter IgG-Molekiille Ende der 80er Jahre erfuhr die Immuntherapie einen neuen
Aufschwung [Jones et al. 1986, Queen 1989], der schlieBlich in der Markteinfiihrung mehrerer

Antikorper-Praparate miindete.

Mit der wachsenden Zahl klinischer Studien wurden aber auch die Grenzen der Antikdrper-
Therapie immer deutlicher. Wéahrend im Fall einiger Tumorarten wie Mammakarzinom
[Cobleigh et al. 1999, Vogel et al. 2000] oder non-Hodgkin-Lymphom [Maloney et al. 1994,
Davis et al. 2000] gute Erfolge mit der Verabreichung von Immunglobulinen erzielt werden
konnten, brachten die neuen Wirkstoffe etwa bei der Melanom-Behandlung nicht den erhofften
Durchbruch [Irie und Morton 1986, Saleh et al. 1992]. Infolgedessen begann sich die
Forschung fiir Moglichkeiten zur Effektivititssteigerung des Therapiekonzeptes zu

interessieren [Helguera et al. 2002, Gillies 2001].

Einen Ansatzpunkt bot die Verstarkung der Antikorper-Wirkung durch immunmodulatorische
Zytokine [Bajorin et al. 1990, Frost et al. 1997]. Deren systemische Verabreichung erwies sich
allerdings als problematisch. So traten bereits in pharmakologischer Dosierung
schwerwiegende Nebenwirkungen auf, wihrend aufgrund der vorwiegend parakrinen
Wirkungsweise der Zytokine zugleich im Bereich der Tumorzellen lediglich suboptimale

Wirkstoffkonzentrationen erreicht wurden [ Winkelhake und Gauny 1990, Pardoll 1995].

Eine vielversprechende Weiterentwicklung, um einerseits die systemischen Nebenwirkungen

der Behandlung zu verringern, andererseits aber auch eine moglichst starke Immunantwort in
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unmittelbarer Umgebung des Tumors zu erzielen, stellt die Verschmelzung von Antikérper und
Zytokin zu einem einzigen Molekiil dar. Hierbei soll die Targetingfunktion des Antikorpers
genutzt werden, um die Zytokin-Verteilung im Korper zu steuern und eine lokale
Aufkonzentrierung in unmittelbarer Nahe der Tumorzellen zu erreichen [Hornick et al. 1997,

Lode et al. 1998].

Die erste erfolgreiche Herstellung von Antikorper-Zytokin-Konstrukten mit vollstdndiger
Aktivitdt der beiden Bestandteile gelang in den 90er Jahren S. Gillies, der Fusionsproteine aus dem
Antikorper ch14.18 und dem Tumor-Nekrosefaktor TNF-8 bzw. Interleukin-2 erzeugte [Lode et
al. 1998]. Entsprechend ihrer strukturellen Eigenarten wurden die neuen Molekiile als
~<Immunzytokine bezeichnet [Lode et al. 1998]. Inzwischen wurden durch die Verschmelzung
anderer tumorspezifischer Antikdrper mit Zytokinen zahlreiche weitere Wirkstoff-Kandidaten
hergestellt, die zum Teil vielversprechende Ergebnisse in priklinischen oder klinischen

Studien zeigten [Dolman et al. 1998, Xiang et al. 1997, Helguera et al. 2002, Ko et al. 2004].

1.2 Strukturmerkmale

Obwohl die Anbindung eines Liganden an verschiedenen Stellen des Antikorpers moglich ist,
beruhen die meisten Immunzytokine auf dem gleichen Strukturprinzip. Hierbei ist das Zytokin
tiber eine Peptidbindung unmittelbar mit der CH3-Doméne des Antikorpers verkniipft.
Gegeniiber anderen Strukturvarianten erwies sich dieser Aufbau als vorteilhaft fiir die
Effektivitét, sowie flir die Herstellung und Aufreinigung der Wirkstoffe [Gillies 2001]. Eine
schematische Darstellung der Molekiilstruktur findet sich in Abbildung I.1.

*o“é‘_
¢

- - +— Zytokin

Monoklonaler Antikdrper

Abbildung I.1: Schematischer Aufbau der Immunzytokine.

Durch Austausch der IgG- oder Zytokin-Komponente lassen sich auf der Basis dieses
Grundgeriistes vielfiltige Fusionsproteine erzeugen. In der Literatur finden sich etwa Berichte

von Konstrukten verschiedener Antikdrper mit GM-CSF, TNF-a, Interleukin-2 oder
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Interleukin-12 [Gillies et al. 1993, Gillies et al. 1998]. Eine interessante Ubersicht iiber die bis

heute erzeugten Varianten findet sich bei Helguera et al. [Helguera et al. 2002].

1.3 huKS-IL 2 und hul4.18-1L 2

Zwei Vertreter aus der Gruppe der Immunzytokine, die Wirkstoffe huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2, standen als Modellproteine zur Durchfiihrung dieser Arbeit zur Verfiigung.
Beide Substanzen befinden sich noch im Entwicklungsstadium und werden derzeit in

klinischen Studien der Phase I getestet.

huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 unterscheiden sich hinsichtlich des enthaltenen IgG-Anteils,
tragen jedoch beide Interleukin-2 als Zytokin-Komponente. Damit ist fiir beide Arzneistoffe
ein vergleichbarer Wirkungsmechanismus bei der Tumorbekdmpfung zu erwarten, die
moglichen Indikationsgebiete der Substanzen differieren aber entsprechend der Zielstrukturen

des Antikorpers.

In huKS-IL 2 ist der humanisierte Antikérper huKS mit zwei humanen Interleukin-2-
Molekiilen verschmolzen. huKS richtet sich gegen das epitheliale Antigen EpCAM (epithelial
cell adhesion molecule, auch KSA genannt). Dieses Glykoprotein wird unter anderem auf den
Tumorzellen von Colon-, Mamma- und Prostatakarzinomen exprimiert [Balzar et al. 1999].
Das Immunzytokin hul4.18-IL 2 entsteht hingegen durch die Fusion des humanisierten
Antikorpers hul4.18 mit humanem Interleukin-2. In diesem Fall bindet die Antikorper-
Komponente an die Glykolipidstruktur des Disialogangliosids GD-2, das bevorzugt an der

Membranoberflache von Neuroblastom- und Melanomzellen vorkommt [Lode et al. 1998].

Praklinische Untersuchungen mit huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 konnten zeigen, dass in den
Fusionsproteinen die pharmakologische Wirkung der Antikorpers ebenso wie die des Zytokins

komplett erhalten bleibt [Gillies et al. 1992, Lode et al. 1998].

cytokine-receptor

positive T-cell ™ N ~
expansion ; \ ~
)5
cytokine activation - O
(e.gil-2) ™ ~ Q5
ADCC
\eoe —n F ”
.— c-receptor positive
complement effector cell

attack

tumor cell

« surface antigen
(e.g. KSA, GD2)

tumor cell death

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung zur Wirkungsweise der Immunzytokine bei der Tumorbekdmpfung.
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Die Antikdrper-Komponenten tragen im Rahmen der Komplement vermittelten (CDC) und der
Antikorper vermittelten Zellzytotoxizitit (ADCC) sowie durch Einleiten der Apoptose zur
Bekidmpfung von Tumorzellen bei. Interleukin-2 unterstiitzt diese Effekte zusétzlich durch eine
Induktion der T-Zell-vermittelten Immunantwort (Abbildung 1.2). Einerseits ergibt sich also
ein direkter Angriff auf die Krebszellen, andererseits kann sich aber auch ein immunologisches

Gedéichtnis entwickeln, das die Gefahr spéterer Metastasenbildung verringert.

Als besonderer Vorteil der Fusionsproteine ist eine verbesserte Steuerung der Immunantwort
zu sehen, da mit Hilfe der Targetingfunktion des Antikorpers auch die Zytokin-Verteilung im
Korper beeinflusst und am Tumor ihr Maximum erreicht wird [Reisfeld und Gillies 1996,
Reisfeld et al. 1997]. Dies reduziert bereits per se die systemischen Nebenwirkungen, und erlaubt
aufgrund der lokalen Aufkonzentrierung an den malignen Zielstrukturen aufBlerdem eine
Reduktion der wirksamen Dosis. Uberdies fiihrt die Kopplung an einen Antikdrper zu einer
deutlichen Verldngerung der Halbwertszeit des Zytokins. Verglichen mit der Verabreichung
der Einzelkomponenten ist damit insgesamt ein besseres therapeutisches Profil, d.h. eine
hohere Wirksamkeit und Spezifitit bei gleichzeitig verringerter Nebenwirkungsrate
festzustellen [Becker et al. 1996, Lode et al. 1998].

huKS-IL 2 hul4.18-1IL 2
Molekiilbestandteile Antikorper huKS und Antikorper hul4.18 und
Interleukin 2 Interleukin 2
Antigen EpCAM Gangliosid GD2
Mogliche Indikationen Colon-, Mamma-, Prostata-, Neuroblastom, Melanom,
Pankreaskarzinom Nierenkarzinom
Molekulargewicht 180 kD 180 kD
Isoelektrischer Punkt 8,5 8,8

Tabelle I.1: Vergleich der Modellproteine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2.

Wihrend beziiglich der biologischen Aktivitit von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 bereits
zahlreiche Studien durchgefiihrt und verdftentlicht wurden [Gillies et al. 1992, Pancook et al.
1996, Becker et al. 1996, Gillies 2001], sind die pharmazeutischen Aspekte dieser Wirkstoffe
noch weitgehend unerforscht. Potentielle Abbaureaktionen und stabilititskritische
Einflussfaktoren wurden bisher nicht systematisch untersucht. Ebenso wenig wurden
Formulierungsstudien zur Evaluierung einer geeigneten Rezepturzusammensetzung
durchgefiihrt. Fiir beide Immunzytokine sollten diese Fragestellungen im Rahmen der

vorliegenden Arbeit erortert werden.
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Da die Erfahrung mit anderen Protein-Arzneistoffen lehrt, dass biologische Molekiile aufgrund
ihrer komplexen Struktur sehr anspruchsvolle Kandidaten fiir die Galenik sind, waren hierbei
einige Besonderheiten zu beachten. Welche Schwierigkeiten aus pharmazeutischer Sicht bei
der Entwicklung von Protein-Arzneimitteln auftreten kénnen und welche MaBnahmen
gegebenenfalls zu ergreifen sind, soll in den folgenden Abschnitten zunichst anhand von

Literaturbeispielen erldutert werden.

Im Anschluss daran werden experimentelle Daten zu den pharmazeutischen Eigenschaften von
huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 vorgestellt, sowie Mdoglichkeiten zur Entwicklung lagerstabiler

Immunzytokin-Priparate aufgezeigt.

huKS-IL 2: Schwere Kette-IL 2

QIQLVQSGAEVKKPGETVKISCASGYTFTNYGMNWVKQTPGKGLKWMGWINTYTGEPTYADDFKGRFAFSLETSTSTAF
LQINNLRSEDTATYFCFRFISKGDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSHVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGKAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKL
TRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSE TTFMCEYADE
TATIVEFLNRWITFCQSIISTLT

huKS-IL 2: Leichte Kette

EIVLTQSPATLSLSPGERVTLTCSASSSVSYMLWYQQKPGSSPKPWIFDTSNLASGFPARFSGSGSGTSYSLIISSMEAEDAA
TYYCHQRSGYPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

hul4.18-IL 2: Schwere Kette-IL 2

EVQLVQSGAEVEKPGASVKISCKASGSSFTGYNMNWVRQNIGKSLEWIGAIDPYYGGTSYNQKFKGRATLTVDKSTSTA
YMHLKSLRSEDTAVYYCVSGMEYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSHVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLT
RMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHL RPRDLISNINVIVLELKGSE TTFMCEYADE
TATIVEFLNRWITFCQSIISTLT

hul4.18-IL 2: Leichte Kette

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHRNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIHKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISR
VEAEDLGVYFCSQSTHVPPLTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Abbildung 1.3: Aminosduresequenz der Immunzytokine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2.
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2 Stabilititsprobleme therapeutischer Proteine

2.1 Physikalische und chemische Instabilititen

Die biologische Aktivitdit von Proteinarzneistoffen wird sowohl durch ihre molekulare
Zusammensetzung (Primérstruktur), als auch durch den rdumlichen Aufbau der Molekiile
(Sekundir-, Tertidr- und Quartarstruktur) bestimmt. Nur wenn die Gesamtstruktur korrekt
angeordnet ist, kann ein proteinogener Wirkstoff seine therapeutische Funktion
uneingeschriankt erfiillen. Dieser Anforderung steht jedoch entgegen, dass Proteine duflerst
anfillig fiir Abbaureaktionen sind. Als Ursache hierfiir ist einerseits ihr komplexer molekularer
Aufbau zu sehen, der chemische Zersetzungsreaktionen an zahlreichen Stellen des
Peptidriickgrates oder der Seitenketten zuldsst. Andererseits besitzt auch die dreidimensionale
Anordnung nur eine geringe Stabilitdt, weshalb schon wenige Ausldser geniligen, um die
korrekte Faltung der Struktur zu storen. Wie in Tabelle 1.2 dargestellt, lassen sich die
moglichen Abbaureaktionen von Proteinen in zwei Gruppen - chemische und physikalische

Instabilitdten - einteilen [Manning et al. 1989].

Physikalische Instabilitiiten

Chemische Instabilitaten

Denaturierung Oxidation

Aggregation Deamidierung
Prézipitation Hydrolyse

Adsorption Disulfidbriickenaustausch

B-Elimination

Tabelle 1.2: Typische Abbaureaktionen bei Protein-Arzneistoffen.

Als chemische Instabilititen werden Reaktionen verstanden, die mit einer Verdnderung der
kovalenten Bindungen einhergehen. Durch Bindungsbruch, -neuautbau oder -umbildung wird
die Primérstruktur eines Proteins modifiziert. Physikalische Instabilitidten laufen dagegen ohne
die Zerstorung kovalenter Bindungen ab. Sie verdndern die rdumliche Anordnung des

Molekiils, also Sekundér-, Tertidr- oder Quartérstrukturelemente [Manning et al. 1989].

In der Praxis lassen sich physikalische und chemische Instabilitidten nur schlecht voneinander
trennen, da unterschiedliche Abbauwege auch simultan ablaufen oder unmittelbar
zusammenhdngen konnen. Beispielsweise kann eine reaktive Gruppe, die beim nativen Protein
im Strukturinneren verborgen ist, durch Denaturierungsvorgéinge fiir Reaktanden erst

zugénglich werden und dadurch weitere chemische Instabilititen nach sich ziehen.
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Infolge der Abbaureaktionen ist nicht nur eine Beeintrdchtigung der biologischen Aktivitét
eines Proteinarzneistoffes moglich, sondern auch eine Verdnderung seiner Immunogenitit oder
Pharmakokinetik [Schellekens 2002, Cleland et al. 1993]. Welche Konsequenzen tatsédchlich
eintreten, hingt davon ab, ob die Reaktion an kritischen Stellen wie etwa der
Rezeptorbindungsstelle ablduft oder wie stark Konformation und physikochemische
Eigenschaften des Proteins aufgrund verdnderter Bindungskréfte beeinflusst werden [Cleland
et al. 1993]. Diese weitreichenden Folgen machen deutlich, dass der Erhalt der strukturellen
Integritdt eines Proteinarzneistoffes oberste Prioritit bei der Entwicklung seiner

pharmazeutischen Formulierung haben muss.

2.2 Instabilitatsreaktionen bei Antikorpern und Interleukin-2

Mit der Stabilitdtsproblematik des Interleukin-2 Molekiils sowie verschiedener Antikdrper
haben sich bereits mehrere Arbeitskreise befasst. Da sich aus diesen Erkenntnissen auch
Hinweise auf mogliche Abbaureaktionen der Fusionsproteine ergeben konnten, ist im

Folgenden eine Ubersicht der entsprechenden Literaturdaten zusammengestellt.

Humanes Interleukin-2 enthélt drei Cystein-Reste an den Positionen 58, 105 und 125. Wihrend
fiir die biologische Aktivitit eine Disulfidbriickenbindung zwischen Cys™® und Cys'® essentiell
ist, wirkt sich die freie Thiolgruppe in Position 125 negativ auf die Stabilitét des Proteins aus.
Sie kann zu einem intra- oder intermolekularen Disulfidbriickenaustausch und in der Folge zu
inaktiven Molekiilen, Dimer- oder Aggregatbildung fithren [Mark et al. 1985]. Zu
kommerziellen Zwecken werden daher statt humanem Interleukin-2 bevorzugt Muteine
hergestellt, in denen das Cystein an Position 125 durch eine konservative Aminosidure wie
Alanin oder Serin ersetzt ist [Vlasveld et al. 1993]. Auch die Stabilitidt dieser Muteine ist
jedoch nicht unproblematisch. So beobachteten etwa Tzannis et al. fiir rekombinantes
Interleukin-2 einen erheblichen Verlust der biologischen Aktivitédt bei Verabreichung iiber eine
Infusionspumpe. Dieser Effekt konnte vor allem auf die Denaturierung des Proteins infolge der
mechanischen Belastung zuriickgefiihrt werden [Tzannis et al. 1996]. Hora et al. berichten von

125

Stressversuchen mit einem Interleukin-2 Mutein (Ser *°), bei denen durch Schiitteln ebenfalls

Denaturierungsvorgénge und starke Partikelbildung ausgeldst wurden [Hora et al. 1991].

Ricci et al. untersuchten die Konformationsstabilitit von Interleukin-2 (Ala'?) in Abhingigkeit
vom pH-Wert. Im sauren pH-Bereich (pH 4) wurde dabei eine deutlich hohere Proteinstabilitit

gefunden als unter neutralen pH-Verhiltnissen [Ricci et al. 2003].

Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Prestrelski, der die Stabilitdt von Interleukin-2

(Ala'®) beim Gefriertrocknen und nachfolgender Lagerung der Lyophilisate in Abhéingigkeit
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vom pH-Wert untersuchte [Prestrelski et al. 1995]. Hier wurde mit sinkendem pH-Wert eine
verstirkte Konservierung der nativen Struktur wéhrend des Trocknungsprozesses gefunden, die
auch mit einer erhohten Lagerstabilitit dieser Lyophilisate korrespondierte. Die
Stabilititsabnahme des Proteins &uBlerte sich jedoch nicht nur in einer Verdnderung der
Sekundarstruktur, sondern insbesondere in der Entstehung verschiedener Aggregatspezies.
Dabei wurden unlosliche Aggregate ebenso nachgewiesen wie kovalent gebundene, 16sliche
Oligomere [Prestrelski et al. 1995]. Auch Hora et al. berichten von der Bildung kovalenter Di-
und Oligomere bei Stressversuchen mit einem Interleukin-2 Mutein; zur Entstehung dieser
Aggregate geben die Autoren zwar keine abschlieBende Erklarung, die Beteiligung von

Disulfidbriicken wird jedoch ausgeschlossen [Hora et al. 1991].

Eine weitere Schwachstelle des Interleukin-2-Molekiils ist dessen Oxidationsempfindlichkeit,
die allerdings nicht zum Verlust der Bioaktivitit des Proteins fiihrt [Hora et al. 1991, Ha et al.
2002]. Humanes IL-2 besitzt in Position 104 einen Methioninrest, der dulerst anféllig fiir die
Oxidation zum Sulfoxid ist. Im Patent EP 0200280 wird zur Verbesserung dieser Problematik

104

die Herstellung von Muteinen empfohlen, in denen Met ™ durch eine konservative Aminosiure

wie Serin oder Alanin ersetzt ist [Halenbeck et al. 1986].

Anders als fiir Interleukin-2 ist es aufgrund der strukturellen Vielfalt monoklonaler Antikorper
nicht moglich, fiir diese Proteine eine allgemeingiiltige Aussage iliber potentiell auftretende
Abbaureaktionen zu treffen. Die bislang verdffentlichten Untersuchungen zur
Stabilitatsproblematik  verschiedener Immunglobuline zeigen allerdings, dass unter
pharmazeutisch relevanten Bedingungen insbesondere Aggregationsvorgénge sowie die beiden

chemischen Abbaureaktionen Oxidation und Deamidierung eine Rolle spielen.

In einer Studie von Andya et al. du8erte sich die Instabilitét eines lyophilisierten monoklonalen
IgG1-Antikorpers in der Entstehung mehrerer 10slicher Aggregatformen, die auf die
Ausbildung intermolekularer  Disulfidbriicken = zwischen nativen Proteinmolekiilen
zuriickgefiihrt wurden [Andya et al. 2003]. Bei einem weiteren IgG1-Antikorper, Daclizumab,
wurde durch mehrfaches Einfrieren und Auftauen die Bildung I6slicher und unloslicher
Aggregate induziert [Zippelius et al. 2002]. Fir rhuMab Her2 wurde in verschiedenen
gefriergetrockneten Zubereitungen ebenfalls die Bildung 16slicher Aggregate gefunden
[Cleland et al. 2001]. Dariiber hinaus wurde das Auftreten von Deamidierungsreaktionen
beobachtet, die sich auf die beiden reaktiven Aminosduren Asn®® und Asn'® zuriickfiihren
lieBen [Harris et al. 2001]. Andere Autoren beschreiben fiir rhuMab Her2 auflerdem eine hohe
Anfilligkeit fiir oxidativen Abbau an den Positionen Met** und Met*! der F.-Doméne [Lam et

al. 1997, Shen et al. 1996]. Fiir einen gefriergetrockneten monoklonalen Antikorper
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wurde in Abhidngigkeit von der Restfeuchte der Lyophilisate und der Lagertemperatur die
Bildung von Isoaspartat sowie die Entstehung l16slicher Aggregate beobachtet [Breen et al.
2001]. In einer Studie zur Stabilitit von rhuMab E25 in verschiedenen spriihgetrockneten
Formulierungen fanden Andya et al. sowohl kovalente als auch nicht-kovalente 16sliche

Aggregatformen [Andya et al. 1999].

Diese Literaturiibersicht verdeutlicht, dass fiir Interleukin-2 und IgG-Molekiile im
wesentlichen fiinf Abbauwege von Relevanz sind: Oxidationsreaktionen, Deamidierung,
Disulfidbriickenaustausch sowie die Denaturierung der Proteine und die Bildung nicht
kovalenter Aggregate. Da dieselben Instabilititen auch bei vielen anderen therapeutischen
Proteinen auftreten, wurden zur Aufklarung von Mechanismen und Auslosern der Reaktionen
bereits umfangreiche Studien durchgefiihrt und verdffentlicht. Eine Ubersicht iiber die daraus

gewonnenen Erkenntnisse ist in den folgenden Abschnitten zusammengestellt.
2.2.1 Oxidation

Die Oxidation ist eine der héufigsten chemischen Instabilititen fiir Proteine iiberhaupt
[Stadtman 1992, Li et al. 1995, Schoneich et al. 1997]. Sie ist besonders im Hinblick auf die
Lagerstabilitit eines Protein-Arzneimittels problematisch, kann sich aber auch bei der
Herstellung und Aufreinigung des Wirkstoffes bemerkbar machen [Cleland et al. 1993].
Antfillig fiir oxidativen Abbau sind Aminoséuren, die ein Schwefelatom oder ein aromatisches

Ringsystem besitzen (Tabelle 1.3 auf der folgenden Seite).

Bereits unter dem Einfluss von Luft-Sauerstoff wird die Aminosdure Methionin zum
korrespondierenden Sulfoxid oder, bei etwas harscheren Einfliissen, zum Sulfon oxidiert
[Manning et al. 1989]. Ein chemischer Abbau durch Methioninoxidation wurde
dementsprechend bei vielen Proteinen beobachtet, etwa bei dem bereits erwdhnten 1L-2, aber
auch bei Relaxin, hGH oder rhuMAb HER2 [Cadee et al. 2001, Li et al. 1995, Becker et al.
1988, Lam et al. 1997].

In der Regel werden Oxidationsprozesse durch die Anwesenheit von Katalysatoren wie Licht
oder Ubergangsmetallionen ausgeldst, echte Autoxidationsvorginge sind dagegen selten
[Schoneich et al. 1997, Goolcharran et al. 2000]. Der Bedeutung der Metallionen wurde in
Untersuchungen die meiste Aufmerksamkeit gewidmet, da sie in Spurenmengen haufig
gegenwirtig sind, etwa als Verunreinigung von Puffersubstanzen [Stadtmann 1993, Schoneich

et al. 1997]. Sie katalysieren entweder durch eine direkte Wechselwirkung mit
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Aminoséure-Seitenketten oder durch die Reaktion mit Sauerstoff die Bildung freier Radikale
und I6sen damit eine immer weiter forschreitende Kettenreaktion aus [Li et al. 1995,

Schoneich et al. 1997].

Aminosaure Oxidationsprodukt

Methionin Met-Sulfoxid, Met-Sulfon

Cystein Disulfid-Verbindungen, Sulfen-, Sulfin-, Sulfonsduren
Histidin 2-Oxoimidazolin, Aspartat/ Asparagin

Tryptophan N-Formylkynurenin, Kynurenin

Tyrosin Tyr-Tyr-Verbindungen, 3,4-DOPA

Tabelle I.3: Oxidationsempfindliche Aminosduren und ihre Abbauprodukte.

Um Oxidationsreaktionen in einer Proteinformulierungen zu verringern, miissen aufgrund der
vielféltigen Einflussfaktoren oft mehrere Strategien verfolgt werden. Im Vordergrund steht der
Ausschluss oxidationsfordernder Bedingungen, etwa durch Schutz vor Lichteinfluss oder
Zugabe von Inertgas. Von einer Erniedrigung der Lagertemperatur sind nur geringe
Stabilisierungseffekte zu erwarten, da die Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit teilweise
durch die erhohte Loslichkeit von Sauerstoff im wiassrigen Medium kompensiert wird [Li et al.
1995]. Wenngleich Oxidationsprozesse sowohl in Proteinlosungen als auch in
Proteinlyophilisaten auftreten, ist die Reaktionsgeschwindigkeit im trockenen Zustand meist
verlangsamt [Goolcharran et al. 2000]. Die Gefriertrocknung von Proteinpréparaten bietet

somit eine weitere Mdglichkeit zur Verbesserung der Oxidationsempfindlichkeit.

Ob eine Verdnderung des pH-Wertes eine stabilisierende Wirkung besitzt, hdngt von der Art
der betroffenen Aminosduren und dem beteiligten Reaktionsmechanismus ab. Beispielsweise
nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit der Oxidation von Methionin durch H,O, von pH 5 bis
pH 1 zu [Means 1971]. Die Oxidation von Cystein wird dagegen mit steigendem pH-Wert
aufgrund der Deprotonierung der Thiolgruppe verstirkt [Cleland et al. 1993].

Bei Versagen der zuvor genannten Strategien kann zur Stabiliserung eines Arzneimittels
gegeniiber oxidativem Abbau auflerdem der Einsatz von chemischen Additiven wie

Antioxidantien oder Chelatbildnern sinnvoll sein.
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2.2.2 Deamidierung

Die Deamidierung der Aminosduren Asparagin und Glutamin zur freien Sdure ist eine
hydrolytische Reaktion und beeintrachtigt daher vor allem die Proteinstabilitdt in Fliissig-
formulierungen. Es wird jedoch auch von Fillen berichtet, bei denen bereits die in
Lyophilisaten vorhandene Restfeuchte ausreichte, eine Deamidierung auszuldosen [Lai und

Topp 1999].

Der zugrunde liegende Reaktionsmechanismus stellt sich in Abhéngigkeit vom pH-Wert
unterschiedlich dar [Cleland et al. 1993, Bummer und Koppenol 2000]. Im Fall der am
hiufigsten betroffenen Aminosdure Asparagin findet die Deamidierung bevorzugt im neutralen
bis alkalischen pH-Bereich statt und lauft dann iiber die Zwischenstufe eines cyclischen Imids
ab (Abbildung 1.4). Als Reaktionsprodukte entstehen Aspartat und Isoaspartat in einem
Verhiltnis von etwa 1 zu 3 [Geiger und Clarke 1987].
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Abbildung 1.4: Reaktionsmechanismus der Deamidierung im Alkalischen mit Ausbildung eines cyclischen
Imids als Zwischenstufe. Zeichnung entnommen aus [Clarke et al. 1992].

Bei der Untersuchung kurzkettiger Peptide wurde bei pH 3 bis 4 eine Verlangsamung der
Reaktion gefunden [Oliyai 1994, Darrington und Anderson 1995a]. Ursache dafiir ist die
schwichere Deprotonierung des Amid-Stickstoffs, der fiir den nucleophilen Angriff auf die
Carbonyl-Seitengruppe und somit fiir die Entstehung des cyclischen Imids verantwortlich ist.
Bei weiterer Absenkung des pH-Wertes nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit dagegen wieder
zu, wobei jedoch die Bildung einer Succinimid-Zwischenstufe nicht mehr zu finden ist.
Stattdessen lduft die Deamidierung dann als direkte Hydrolyse ab und fiihrt ausschlieflich zur
Bildung von Aspartat [Goolcharran et al. 2002].
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Neben dem pH-Wert beeinflusst vor allem der Aufbau des Proteins selbst die Reaktions-
geschwindigkeit. Flexible Strukturen und eine leichte Zugénglichkeit fiir Wassermolekiile
erleichtern in der Regel die Deamidierung. Dies wurde beispielsweise im Fall von hEGF
beobachtet, bei dem aufgrund der erhohten Beweglichkeit im Protein bevorzugt einer von drei
moglichen Asparaginresten abgebaut wird [Son und Kwon 1995]. Einen besonderen Einfluss
auf das Ausmall der Abbaureaktion hat die Primdrstruktur eines Proteins. So besitzen
Aminosduren mit langen und verzweigten Seitenketten am Carboxylende des gefédhrdeten
Asparagin- oder Glutaminrests eine gewisse Schutzwirkung, vermutlich infolge sterischer
Hinderung der Succinimid-Bildung. Besonders anfillig fiir Deamidierungsreaktionen ist in
diesem Sinne die Aminosduren-Abfolge Asn-Gly [Patel 1993, Powell 1994]. Auch die
Anordnung der Sekundérstrukturelemente beeinflusst jedoch das Abbauverhalten;
beispielsweise scheinen o-Helix- und B-Faltblatt-Strukturen die Reaktionsgeschwindigkeit der

Degradation zu verlangsamen [Geiger und Clarke 1987, Stevenson et al. 1993].

Dariiber hinaus haben mdéglicherweise auch Auswahl und Konzentration der Puffersubstanzen
sowie die lonenstirke einen Einfluss auf das Ausmal} die Deamidierung eines Proteins. Die
Datenlage zu diesen Parametern ist derzeit jedoch uneinheitlich. So berichten etwa einige
Autoren, dass Bicarbonat- und Glyzinhaltige Puffer die Deamidierung verschiedener Peptide
und Proteine beschleunigen [Patel und Borchardt 1990, Tyler-Cross und Schrich 1991].
Derselbe Effekt wurde fiir Phosphationen in einer Konzentration von 0 - 20 mM gefunden
[Tyler-Cross und Schrich 1991, Tomizawa et al. 1995]. Im Gegensatz dazu zeigte sich jedoch
in einer Studie von Lura und Schrich zur Deamidierung eines Tetrapeptids kein Einfluss auf
die Reaktionsgeschwindigkeit durch unterschiedliche Konzentrationen der Pufferkomponenten
Phosphat und Carbonat [Lura und Schrich 1988]. Ahnliche kontrire Ergebnisse ergaben sich
auch in Untersuchungen zur Auswirkung verschiedener lonenstirken. Wéhrend etwa DiDonato
und D'Allessio fiir das Peptid Gly-Arg-Asn-Gly eine deutliche Zunahme der
Deamidierungsgeschwindigkeit mit steigender Ionenstdrke fanden, beobachteten Tyler-Cross
und Schrich im Fall eines anderen Peptides keinen Effekt durch den Zusatz von NaCl oder

LiCl [DiDonato und D" Allessio 1981, Tyler-Cross und Schrich 1991].

Zur Stabilisierung eines Proteinwirkstoffes gegeniiber Deamidierung empfiehlt sich zunéchst
eine Optimierung des pH-Wertes, da dieser Parameter die Abbaugeschwindigkeit wesentlich
beeinflusst. Weitere Moglichkeiten der Stabilisierung bieten die Lagerung bei niedrigen
Temperaturen oder den Entzug des wissrigen Reaktionsmediums durch Gefriertrocknung
[Cleland et al. 1993, Oliyai et al. 1994]. Zwar lédsst sich auch durch strukturelle Verdnderungen

wie den Austausch besonders gefdhrdeter Aminoséduren die Proteinstabilitit verbessern;
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dieser Weg ist jedoch nur in sehr frithen Entwicklungsphasen eines Proteinarzneimittels
geeignet, da hierbei ein neues Wirkstoff-Molekiil entsteht, das aus regulatorischer Sicht nicht

mit dem Ursprungsmolekiil identisch ist.
2.2.3  Disulfidbriickenaustausch

Disulfidbriicken sind fiir die strukturelle Integritét vieler Proteine von groBer Bedeutung
[Kosen 1992]. Im Fall von Antikorpern beruht beispielsweise die Verkniipfung der schweren
und leichten Kette auf Disulfidbriickenbindungen. Auch bei Interleukin-2 wird die korrekte
Molekiilanordnung wesentlich durch eine intramolekulare Disulfidbriicke zwischen Cys™® und

Cys'® bestimmt [Mark et al. 1985].

Der Austausch oder Bruch einer Disulfidbriicke kann daher leicht zu einer Verdnderung der
dreidimensionalen Struktur und nachfolgend zum Verlust der biologischen Aktivitdt von
Proteinmolekiilen fithren [Mark et al. 1985, Kosen 1992]. Dariiber hinaus ist die Bildung
intermolekularer Disulfidbriicken haufig an der Entstehung von Aggregaten und Prézipitaten

beteiligt.

Eine Bedrohung fiir die Stabilitidt von Disulfidbriicken stellt insbesondere die Gegenwart von
Thiolat-Anionen dar. Diese entstehen bei basischem pH-Wert durch die Ionisierung freier
Thiolgruppen oder die B-Elimination intakter Disulfidbriicken. Thiolat-Anionen kénnen
nucleophile Angriffsreaktionen auf das Schwefelatom des Disulfids ausiiben und dabei neue
Disulfidbriicken aufbauen. Da der anionische Charakter der Thiolgruppen im Alkalischen
iiberwiegt, nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit der Abbaureaktion mit steigenden pH-Werten

zu [Manning et al. 1989, Kosen 1992].

Der Austausch von Disulfidbriicken ist allerdings auch unter sauren pH-Bedingungen moglich.
Ein Vorschlag iiber den hierbei zugrunde liegenden Reaktionsmechanismus stammt von
Benesch und Benesch [Benesch und Benesch 1958]. Demnach fiihrt die Protonierung eines
Schwefelatoms zur heterolytischen Spaltung der Disulfidbriicke, wobei neben einer
Thiolgruppe auch ein Sulfenium-Kation entsteht. Das elektrophile Kation kann selbst
wiederum Disulfidbindungen angreifen, was den Austausch weiterer Schwefelbriicken nach

sich zieht.

Diese Betrachtungen verdeutlichen, dass dem pH-Wert eine zentrale Funktion bei der
Stabilisierung gegeniiber Disulfidbriickenaustausch-Reaktionen zukommt. So konnte
beispielsweise in einer Insulin-Formulierung die Aggregation durch intermolekularen

Disulfidbriickenaustausch infolge einer pH-Wert Reduktion von pH 10 auf pH 7.3 wesentlich
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verlangsamt werden [Costantino et al. 1994]. Auch im Fall von rHA brachte die pH-Wert
Absenkung von pH 9 auf pH 7.3 oder pH 4 einen Stabilititsvorteil [Costantino et al. 1995].

Einige Autoren empfehlen zum Schutz vor Disulfidbriickenaustausch auBlerdem den Einsatz
von Thiol-Fangern wie p-Mercuribenzoat oder N-Ethylmaleimid [Zale und Klibanov 1986].
Da die Verwendung von vielen unterschiedlichen Additiven in Proteinformulierungen jedoch

vermieden werden sollte, stellt dieses Vorgehen kein Mittel der ersten Wahl dar.

2.2.4  Denaturierung

Als Denaturierung wird die nicht-kovalente Verdnderung der nativen Faltung eines Proteins
bezeichnet [Dill und Shortle 1991]. Unter der Annahme, dass Intermediate nur in geringen
Mengen vorkommen und hochst instabil sind, kann der Entfaltungsvorgang vereinfachend als
einstufiger Prozess beschrieben werden. Am Reaktionsgleichgewicht sind nur zwei Zustidnde,

die native (N) und die denaturierte (D) Form, beteiligt.
N D

Dieses Modell sollte jedoch nicht dariiber hinwegtauschen, dass die denaturierte Peptidkette
keine einheitliche Struktur besitzt, sondern als Ensemble verschiedener Konformationen mit
nahezu gleichem Energiegehalt vorliegt. Weiter eingeschriankt wird die Modell-Vorstellung
durch die Tatsache, dass fiir eine Zahl von Proteinen Intermediate gefunden wurden, die
kompakt, aber nicht denaturiert sind. In diesem ,molten globule“-Zustand sind die
Sekundirstrukturelemente grofStenteils ausgebildet, die Tertidrstruktur ist jedoch nur
ansatzweise vorhanden, und die Seitenketten der Aminosduren sind flexibel [Shortle 1996,

Bam et al. 1996].

Der Stabilitétsunterschied zwischen der denaturierten und nativen Konformation eines Proteins
ist mit 5-20 kcal/mol gering [Jaenicke et al. 1990]. Diese Zahl verwundert angesichts der
zahlreichen, am Aufbau der nativen Struktur beteiligten Bindungen wie Wasserstoffbriicken,
van-der-Waals-Kréfte, hydrophobe Wechselwirkungen und Disulfidbriicken. Tatsdchlich
wurde von Pace et al. fiir RNAse T1 die Summe aller stabilisierenden Kréfte mit einem
wesentlich héheren Wert - ca. 271 kcal/mol - bestimmt [Pace et al. 1996]. Wihrend aber die
korrekt gefaltete Polypeptidkette nur eine geringe konformelle Flexibilitét besitzt, geht mit der
Denaturierung des Molekiils eine deutliche Entropiezunahme einher. Die Stabilitit eines
Proteins resultiert aus der Summe aller energetischen und entropischen Effekte, die durch das
Protein selbst, aber auch durch das umgebende Solvens ausgelost werden. Da diese Kréfte
einander teilweise entgegengerichtet sind, ergibt sich fiir die Konformationsstabilitdt eines

Proteins letztlich nur ein geringer Wert.
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In der Natur hat diese Tatsache eine sinnvolle Berechtigung, da Proteine auf diese Weise
flexibel und schnell auf sich verdndernde Aufgaben und Anforderungen reagieren konnen.
Tatsachlich laufen Faltungs- oder Entfaltungsvorgénge innerhalb von Millisekunden ab
[Dobson und Hore 1998]. Mit Blick auf eine pharmazeutische Verwendung ist die geringe
Stabilitit dagegen von Nachteil, da bereits kleinste Einfliisse eine Entfaltung auslosen konnen.
So werden Proteine leicht durch bestimmte Salze [Kohn et al. 1997], bei extremen pH-Werten
[Goto et al. 1990, Dill 1990, Volkin und Klibanov 1989], durch hohe oder tiefe Temperaturen
[Jaenicke 1991, Franks et al. 1988, Volkin und Middaugh 1992, Dill et al. 1989], durch Scher-
oder Schiittelstress [Volkin und Klibanov 1989, Sluzky et al. 1991] oder bei hohem Druck
[Zhang et al. 1995, Mozhaev et al. 1996] denaturiert. Einige dieser Stressfaktoren lassen sich
fiir Proteinpharmazeutika kaum vermeiden, wie beispielsweise das Auftreten von Scherkriften

bei Filtrations- oder Abfiillprozessen.

In der Regel enthalten die Zubereitungen daher verschiedene Hilfsstoffe wie Zucker,
Aminosduren oder Tenside, die den Wirkstoff gegeniiber destabilisierenden Einfliissen

resistenter machen sollen. Ndhere Ausfiihrungen hierzu finden sich in Kapitel 1.4 dieser Arbeit.

2.2.5  Aggregatbildung

Hiufig wird der Terminus ,Aggregation” verallgemeinernd fiir jede Art der
Zusammenlagerung von Proteinmonomeren zu 16slichen oder unldslichen Oligo- oder
Multimeren verwendet. Dadurch werden jedoch Phdnomene vereinfachend zusammengefasst,

denen tatsdchlich unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen.

Einerseits konnen Aggregate auf chemischem Weg und damit unter Beteiligung kovalenter
Bindungen entstehen. Diese Art der Aggregatbildung wird auch als Polymerisation bezeichnet
[Lai und Topp 1999]. Die Zusammenlagerung der Molekiile kann jedoch auch auf
physikalischem Weg durch nicht-kovalente Wechselwirkungen vonstatten gehen. Vereinigen
sich auf diese Weise mehrere native Proteinmonomere, wird die Reaktion als ,,Assoziation*
bezeichnet. Eine Assoziatbildung tritt beispielsweise dann auf, wenn der pH-Wert der Losung
dem isoelektrischen Punkt eines Proteins entspricht oder hohe Salzkonzentrationen die
Ladungen an der Proteinoberfldche neutralisieren. Haufig ist diese Multimerisierung reversibel
und ldsst sich durch Optimierung der Umgebungsbedingungen wieder autheben [Brange
2000]. Im Fall von Insulin erfiillt die reversible Assoziatbildung sogar eine physiologisch
wichtige Funktion. So bilden sich in den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln in Gegenwart
von Zink-lonen Insulin-Hexamere, die eine Lagerform des Insulins darstellen. Erst nach
Freisetzung in den Extrazellularraum dissoziieren die Insulin-Hexamere zu biologisch aktiven

Monomeren [Brange et al. 1997].
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Geht die Zusammenlagerung der Protein-Molekiile mit einem Verlust der nativen Struktur
einher, kann von einer Aggregation im engsten Sinne gesprochen werden. Die entstehenden
Aggregate enthalten iiblicherweise einen hohen Anteil nicht-nativer, intermolekularer B-
Faltblattstrukturen [Dong et al. 1995]. Auch diese Art der Multimerisierung tritt bei Insulin
auf. Anders als die Assoziation ist jedoch die Aggregation des Molekiils ein unerwiinschter
Vorgang, der etwa die Isolation, Aufreinigung und Lagerung von Insulin-Préparaten

beeintrachtigt [Nielsen et al. 2001].

Wenngleich das Phidnomen der Aggregatbildung ein nahezu alltigliches Problem beim
Umgang mit Proteinen ist, herrscht noch immer Unklarheit dariiber, welcher Mechanismus ihr
zugrunde liegt. Haufig wird zur Beschreibung des Aggregationsvorganges das Modellsystem

nach Lumry und Eyring herangezogen [Lumry und Eyring 1954]:
N« A
Am +A—> Am+l

Demnach erfolgt in einem ersten Schritt die reversible Entfaltung des nativen Proteins (N) zu
einem Intermediat (A). Vermutlich ist die Exposition hydrophober Seitenketten dieses
Zwischenprodukts der Ausldser fiir eine Zusammenlagerung von m entfalteten Monomeren zu
einem Aggregat A, das sich mit weiteren Aggregaten zu groBeren Clustern vereinigt

[Kendrick et al. 1998].

Die Aufkldrung der Intermediatstruktur konnte den Schliissel zum Verstindnis von
Aggregationsreaktionen darstellen. Vorrangig auf der Basis von Studien zur thermisch
induzierten Aggregation wurde zunidchst vermutet, dass die Intermediate eine vollstindig
denaturierte Konformation aufweisen [Dong et al. 1995]. Spdtere Untersuchungen lieBen
jedoch den Schluss =zu, dass eine viel wichtigere Rolle teilweise entfalteten
Zwischenprodukten, den ,,molten globules* zukommt. Im ,,molten globule* - Zustand sind an
der Proteinoberflache grofle, zusammenhéngende hydrophobe Abschnitte vorhanden, weshalb
die Aggregationstendenz dieser Intermediate hoher ist als die von nativen oder komplett
entfalteten Proteinen [Fink 1998]. Ferner wurde inzwischen nachgewiesen, dass auch native
Proteinmolekiile, die voriibergehend eine grofere strukturelle Ausdehnung besitzen, in
Aggregationsvorgénge involviert sind [Kendrick et al. 1998, Krishnan et al. 2002]. So kénnen
Proteine selbst unter physiologischen Bedingungen eine hohe Aggregationstendenz besitzen
[Krishnan et al. 2002]. Es ist daher anzunehmen, dass nicht nur die Konformationsstabilitét
eines Proteins die Aggregatbildung beeinflusst. Vielmehr konnen in Anlehnung an die
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek-Theorie (DLVO) zur Stabilitét kolloidaler Systeme auch

die Anziehungs- und AbstoBungskrifte, die bei einer Zusammenlagerung der Proteinmolekiile
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auftreten, eine Rolle spielen. Insbesondere zwei Wechselwirkungen sind in diesem Sinne von
Bedeutung: die elektrostatische AbstoBung durch Coulomb-Kréfte und die Anziehung durch
van der Waals-Krifte. Ndhern sich zwei gleichsinnig geladene Teilchen, beispielsweise
Proteinmolekiile, einander an, erhoht sich einerseits die elektrostatische Abstofung,
gleichzeitig steigt aber auch die van der Waals-Anziehung. Aus beiden Kriften ergibt sich eine
resultierende Gesamtenergie, wie in Abbildung 1.5 dargestellt [Chi et al. 2003]. Bei einem
gewissen Abstand iiberwiegt die elektrostatische AbstoBung, so dass die Teilchen zur weiteren
Anndherung eine Energiebarriere iberwinden miissen. Ist diese Hiirde genommen, iiberwiegt
die Anziehung durch van der Waals-Krifte und die Teilchen kénnen miteinander in Kontakt
kommen. Nur bei einer ausreichend hohen Energiebarriere sind die einzelnen Molekiile
kolloidal stabil und aggregieren nicht. Dies ist dann der Fall, wenn die Proteine eine hohe
Ladung an der Oberfldche tragen, also etwa bei niedriger lonenstéirke oder bei einem pH-Wert,
der moglichst weit vom isoelektrischen Punkt entfernt ist [Chi et al. 2003, DeFelippis und
Akers 2000].

AbstoBung

A/ Coulomb-Wechselwirkung

Molekiilabstand

Van der Waals -Wechselwirkung

Anziechung

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung zur kolloidalen Stabilitit von Proteinlosungen: Einfluss der
Anziehungs- und AbstofSungskrdfte entsprechend der DLVO-Theorie.

Weitere Faktoren, die die Aggregationstendenz eines Proteins beeinflussen, sind dessen
Primér- und Sekundérstruktur-Merkmale. Verschiedene Studien zeigen, dass mit steigender
Hydrophobizitdt die Anfilligkeit eines Molekiils fiir Aggregatbildung zunimmt. Bereits
geringfiigig erhohte Anteile unpolarer Aminosiduren konnen die Aggregationstendenz eines
Molekiils erheblich verstirken [Fields et al. 1992, Stitger und Dill 1993, Calamai et al. 2003].
Des weiteren scheinen B-Faltblattstrukturen die Aggregatbildung stirker zu férdern als helicale
Strukturelemente. Ursache dafiir konnte das stirkere Dipolmoment der a-Helix-Strukturen sein

[Querol et al. 1996].



I. Einleitung 20

Unabhdngig vom Ausloser der Proteinaggregation bleibt diese meist nicht auf wenige
Molekiile beschrankt. In der Regel geht von der Entstehung kleinerer, stabiler Gebilde das
Wachstum groflerer Aggregate oder Fasern mit bis zu 1000 Molekiilen aus [Glatz 1992].
Lagern diese sich weiter zusammen, ist eine Uberschreitung der Loslichkeitsgrenze und
Prizipitation des Proteins moglich. Die entstehenden Flocken werden ab einem Durchmesser
von ca. 10um durch ein Lichtmikroskop sichtbar. Thr Wachstum wird letztendlich durch
Scherkréfte innerhalb der Losung begrenzt [Brange 2000].

Beim Auftreten von Aggregationsprozessen sind hinsichtlich der Wirksamkeit und Vertrag-
lichkeit eines Produktes erhebliche Einschrinkungen zu befiirchten [Schellekens 2002]. Um
der Entstehung von Aggregaten vorzubeugen, miissen daher im Rahmen der Formulierungs-
entwicklung entsprechende Vorsichtsmafinahmen getroffen werden. Da die Entfaltung eines
Proteins oft einen Schliisselschritt flir die Aggregatbildung darstellt, spielt wie bereits erwihnt
der Zusatz von Zuckern oder Aminosduren zur Stabilisierung der nativen Struktur eine
wichtige Rolle. Eine besondere Bedeutung kommt auch dem Einsatz von oberfldchenaktiven
Substanzen wie Polysorbaten zu. Sie verhindern unter anderem die Ausbildung hydrophober
Wechselwirkungen zwischen mehreren (teil-) entfalteten Proteinmolekiilen und damit die

Zusammenlagerung zu Aggregaten [Jones et al. 1997, Randolph und Jones 2002].

2.3 Instabilitatsreaktionen bei huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2

In der Vergangenheit wurden aufgrund des frithen klinischen Entwicklungsstadiums und der
damit verbundenen eingeschrinkten Materialverfiigbarkeit nur wenige Studien zur
Stabilititsproblematik der Immunzytokine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 durchgefiihrt.
Wihrend der Herstellprozessentwicklung hatten sich erste Hinweise darauf ergeben, dass beide
Proteine sehr empfindlich auf Scher- und Schiittelstress reagieren und eine hohe
Aggregationstendenz besitzen. Im Rahmen der analytischen Methodenentwicklung waren
auBerdem thermische Stresstests durchgefiihrt worden, bei denen sich die Entstehung von
Oxidations- und Deamidierungsprodukten nachweisen lieB. Ein Ziel der vorliegenden
Dissertation war es, dariiber hinaus die Relevanz weiterer Instabilitdten zu untersuchen und die

auslosenden Stressfaktoren zu ermitteln.

Aufgrund der strukturellen Besonderheit der Immunzytokine war im Rahmen dieser Arbeit
jedoch nicht nur die Aufklarung potentieller Abbauwege interessant. Vielmehr war auch die
Frage von Interesse, inwiefern die Stabilitit von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 mit dem
Verhalten der einzelnen Antikorper- oder Zytokin-Komponenten iibereinstimmt, bzw. welche

Auswirkungen die Verschmelzung der Molekiile auf das Degradationsverhalten hat.
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Einerseits konnte die Proteinfusion in der Addition Interleukin-2 spezifischer und Antikorper
spezifischer Abbaureaktionen resultieren, ohne dass sich die beiden Molekiilkomponenten
wechselseitig beeinflussen. In préklinischen Untersuchungen mit Antikdrper-Zytokin-
Konstrukten wurde allerdings nachgewiesen, dass sich die Bindungseigenschaften des
Antikorpers infolge der Fusion mit Interleukin-2 deutlich verbessern [Gillies 2001]. Dieses
Ergebnis ldsst darauf schlieBen, dass die Struktur der [gG-Komponente durch den Zytokin-Rest
beeinflusst wird. In der zitierten Studie wird als Mechanismus hierfiir eine Interaktion der IL-2
Komponente mit der CH2-Domédne des Antikorpers diskutiert, infolge welcher sich die
Wechselwirkungen zwischen CH2 und dem F,,-Fragment verdndern. Die daraus resultierende
Flexibilitatserhohung von F,, wird von den Autoren mit dem verbesserten Bindungspotential

des Antikorpers in Zusammenhang gebracht.

Derartige Strukturmodifikationen konnten sich auf das Stabilititsverhalten der Proteine sowohl
positiv als auch negativ auswirken. Einerseits ist durch die Interaktion der Interleukin-2
Komponente mit der schweren Kette des Antikdrpers eine wechselseitige Abschirmung
reaktiver Aminosduren vorstellbar, durch welche sich die Anfilligkeit fiir Abbaureaktionen
verringert. Andererseits konnte die erhohte Flexibilitdt des IgG-Anteils aber auch zu einer
verstiarkten Exposition reaktiver Seitenketten fithren oder die physikalische Stabilitdt der
Molekiile verringern. Experimentelle Daten, die zur Kldrung dieser Fragestellung beitragen

konnen, werden in Kapitel IV der vorliegenden Arbeit diskutiert.

Antikdrper-Komponente

Interleukin-2-Komponente

Abbildung 1.6: Strukturbild eines Antikorper-Zytokin-Konstruktes [Gillies 2002]. Einige Untersuchungen legen
nahe, dass — anders als in der Abbildung dargestellt — die Interleukin-Komponente in Wechselwirkung mit der
CH2-Domdine des Antikorpers tritt [Gillies 2001]. Eine solche Strukturverdnderung konnte zur sterischen
Abschirmung reaktiver Aminosduren in diesen Molekiilbereichen fiihren.
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3  Stabilisierungsstrategien fiir therapeutische Proteine

3.1 Ubersicht

Aufgrund ihrer unzureichenden oralen Bioverfiigbarkeit lassen sich Proteinarzneistoffe bislang
ausschlieBlich auf parenteralem Weg verabreichen. Zwar wird in jlingster Zeit verstirkt an
nichtinvasiven Applikationsmoglichkeiten fiir Biopharmazeutika gearbeitet, wie etwa an den
inhalierbaren Insulinen Exubera® oder AERX® zu sehen ist [Patton et al. 1999]. Gewohnlich
werden Proteine aber durch subkutane oder intravendse Injektion oder Infusion appliziert.
Typische Darreichungsformen fiir Proteinpharmazeutika sind daher Losungen oder Pulver zur

Herstellung von Parenteralia.

Flissige Formulierungen werden aufgrund des einfachen wund kostengiinstigen
Produktionsweges und ihrer hoheren Anwenderfreundlichkeit vom pharmazeutischen
Hersteller oft bevorzugt. Gerade in Losungen kann jedoch die Stabilitit eines
Proteinwirkstoffes besondere Schwierigkeiten bereiten [Arakawa et al. 1993, Manning et al.
1989]. Einerseits stellt Wasser ein hervorragendes Medium fiir Molekularbewegungen dar,
wodurch die Reaktionsgeschwindigkeit von Abbauprozessen erheblich beschleunigt wird.
Andererseits sind die Proteinwirkstoffe in Losungen verstiarkt Belastungen ausgesetzt, etwa
durch Scher- und Schiittelstress wahrend des Transports. Fiir sehr empfindliche Proteine sind
daher Instabilititsreaktionen in Fliissigformulierungen nahezu vorprogrammiert [Carpenter et

al. 2000, Chang und Hershenson 2002].

In solchen Féllen kann die Trocknung des Prédparates einen Ausweg bieten [Franks et al. 1991,
Pikal 1994, Carpenter et al. 2002]. Ein gebrduchliches und schonendes Verfahren zur
Herstellung von Proteinpulvern ist die Gefriertrocknung, bei der einer Ldsung im
tiefgefrorenen Zustand durch Sublimation Wasser entzogen wird. Als Endprodukt entsteht ein
trockenes, zumeist amorphes Lyophilisat, das in Sekundenschnelle rekonstituierbar ist. In
diesem Medium sind potentielle Abbaureaktionen stark verlangsamt, so dass die Integritét des

Wirkstoffes iliber einen ldngeren Zeitraum zu erhalten ist.

3.2 Galenische Formulierungen fiir Antikorper und Interleukin-2

Derzeit sind auf dem deutschen Markt 14 verschiedene Antikdrper bzw. ein Interleukin-2
Praparat zu therapeutischen Zwecken zugelassen. Darunter finden sich sowohl fliissige als
auch gefriergetrocknete Darreichungsformen (Tabelle 1.4 und 1.5 auf den beiden

nachfolgenden Seiten).
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Praparat | Arzneiform Wirkstoff Formulierung
(Angaben pro ml applikationsfertige Losung)
Zenapax Injektionslésung | Daclizumab | Na,HPO, x 1H,O (3,6 mg), NaH,PO, x 7H,0O
5 mg/ml (11 mg), Natriumchlorid (4,6 mg),
Polysorbat 80 (0,2 mg)
Humira Injektionslosung | Adalimumab | Natriumchlorid (6,16 mg), NaH,PO,4 x 2H,0
50 mg/ml (0,86 mg), Na,HPO, x 2H,0 (1,52 mg),
Natriumcitrat (0,3 mg), Citronensdure 1H,O
(1,3 mg), Mannitol (12 mg), Polysorbat 80 (1 mg)
Avastin Injektionslosung | Bevacizumab | a, a- Trehalose 2H,O (60 mg), NaH,PO,
25 mg/ml (1,2 mg), Na,HPO, x 1H,0 (5,8 mg),
Polysorbat 20 (0,4 mg)
Mabthera |Injektionslosung | Rituximab Natriumcitrat (7,35 mg), Natriumchlorid
10 mg/ml (9,0 mg), Polysorbat 80 (0,7 mg)
Synagis Injektionslosung | Palivizumab | Histidin (3,9 mg), Glycin (0,08 mg)
100 mg/ml
ReoPro Injektionslosung | Abciximab Na,HPO, x 2H,0 (0,01M), NaH,PO,4 x 1H,0,
2 mg/ml Natriumchlorid (0,15 M), Polysorbat 80 (0,001%)
Erbitux Injektionslosung | Cetuximab Na,HPO, x 2H,0 (1,32 mg), NaH,PO, x 2H,0
2 mg/ml (0,4 mg), Natriumchlorid (8,48 mg)
Simulect | Injektionsldsung | Basiliximab | Saccharose (1 mg), Mannitol (4 mg),
1 mg/ml Glyzin (2 mg), Na,HPO, (0,05 mg), KH,PO,
(0,361 mg), Natriumchlorid (0,08 mg)
Mab Injektionslosung | Alemtuzumab | KH,PO, (0,1 mg), Na,HPO, (1,44 mg),
Campath 30 mg/ml Natriumchlorid (8 mg), Kaliumchlorid (0,2 mg),
Dinatriumedetat (0,0187 mg), Polysorbat 80
(0,1 mg)
Zevalin Injektionslosung | Ibritumomab- | Natriumchlorid (9 mg)
Tiuxetan
1,6 mg/ml
Orthoclone | Injektionslosung | Muromonab | Na,HPO, x 7H,0 (1,8 mg), NaH,PO, x 1H,O
OKT 3 2 mg/ml (0,45 mg), Natriumchlorid (8,6 mg),

Polysorbat 80 (0,2 mg)

Tabelle 1.4: Zusammensetzung der in Deutschland zugelassenen Antikorper- bzw. Interleukin-2 Prdparate

(Stand 06/2005), die als Fliissigformulierung vorliegen. Angaben zur Zusammensetzung der Rezepturen wurden

den Fachinformationen entnommen.
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Praparat | Arzneiform Wirkstoff Formulierung
(Angaben pro ml applikationsfertige Losung)
Synagis Lyophilisat Palivizumab | Histidin (8,7 mg), Glycin (0,3 mg),
100 mg/ml Mannitol (67,5 mg)
Remicade |Lyophilisat Infliximab Saccharose (50mg), Polysorbat 80 (0,05mg),
10 mg/ml Na,HPO, x 1H,0 (0,61 mg), NaH,PO, x 2H,0
(0,22 mg)
Herceptin | Lyophilisat Trastuzumab | a, a- Trehalose 2H,0 (19 mg),
21 mg/ml Histidin-HCL (0,47 mg), Histidin (0,3 mg),
Polysorbat 20 (0,086 mg)
Proleukin |Lyophilisat Aldesleukin | Natriumdodecylsulfat (0,2 mg), Mannitol (50 mg),
1,1 mg/ml Na,HPO, (1 mg), NaH,PO, x 1H,0 (0,3 mg)

Tabelle 1.5: Zusammensetzung der in Deutschland zugelassenen Antikorper- bzw. Interleukin-2 Prdparate
(Stand 06/2005), die als Lyophilisat vorliegen. Angaben zur Zusammensetzung der Rezepturen wurden den

Fachinformationen entnommen.

Die Priiparate-Ubersicht macht deutlich, dass die Zubereitungen teilweise auf sehr komplexen
Rezepturen beruhen. Die meisten Formulierungen enthalten neben Puffersalzen und
Isotonisierungsmitteln auch Tenside (z.B. Polysorbat 80), Aminosduren (z.B. Glycin) oder
(z.B. Zwar liegen keine Veroffentlichungen vor, die die

Polyole Saccharose).

Formulierungsentwicklung dieser Arzneimittel und die Rationale der Rezeptur-
zusammensetzung erdrtern. Aus der Fachliteratur sind die verwendeten Additive jedoch fiir
ihre stabilisierende Wirkung bei Denaturierungs- und Aggregationsproblemen allgemein
bekannt. Die zugrunde liegenden Stabilisierungsmechanismen wurden bereits eingehend
untersucht und auch im Verlauf der vorliegenden Arbeit zur Stabilisierung der Immunzytokine
ausgenutzt. In den folgenden Abschnitten werden die theoretischen Grundlagen der
Proteinstabilisierung in fliissigen oder getrockneten Zubereitungen kurz erldutert. Weitere
Moglichkeiten zur Stabilititsverbesserung von Proteinen werden etwa bei Wang diskutiert

[Wang 1999, Wang 2000].

3.2.1 Hilfsstoffe fiir fliissige Proteinrezepturen

Bei der Formulierungsentwicklung von Proteinarzneimitteln sind sowohl die physikalischen
als auch die chemische Instabilititen des Wirkstoffes zu beriicksichtigen. Eine Stabilisierung
gegeniiber chemischer Zersetzung wird in der Regel weniger durch den Zusatz von
Hilfsstoffen erzielt als durch die Optimierung gegebener Formulierungsparameter. Zunéchst ist

hierbei an die Anpassung des pH-Wertes und der Ionenstirke sowie an die Wahl geeigneter
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Puffersubstanzen, eine Kiihlung des Praparates und eventuell an den Schutz vor Sauerstoff- und
Lichteinfluss zu denken. In Kapitel 1.3 wurde die Bedeutung dieser Faktoren fiir die wichtigsten

chemischen Zersetzungsreakionen bereits beschrieben.

Die Wahl des pH-Wertes und der lonenstirke einer Losung ist auBer flir die chemische
Stabilitdt auch fiir den Erhalt der physikalischen Proteinstabilitit entscheidend, da beide
Parameter Auswirkungen auf den Ladungszustand des Molekiils haben. Durch den damit
verbundenen Einfluss auf intra- und intermolekulare elektrostatische Wechselwirkungen
konnen sie sowohl die Konformationsstabilitit als auch die Aggregationstendenz des Proteins
erheblich beeinflussen [Jaenicke 1987, Fersht 1999]. Da sich durch die bloBe Optimierung
dieser Variablen die physikalische Stabilitit in der Regel aber nicht umfassend gewdhrleisten

lasst, ist zusatzlich der Einsatz stabilisierender Hilfsstoffe erforderlich.

Besonders haufig werden in Proteinarzneimitteln Stabilisatoren verwendet, deren Wirkung sich
durch einen bevorzugten Ausschluss dieser Substanzen aus der Proteinsphére entfaltet.
Wihrend die Additive von der Oberfliche des Wirkstoffes verdringt werden (,,Preferential
Exclusion®), wird Wasser bevorzugt angelagert (,,Preferential Hydration*). Als Ursache fiir
dieses Phinomen kommen etwa chemische Inkompatibilitidten der Excipienten mit dem Protein
(z.B. LadungsabstofBung oder solvophobe Effekte), eine Erhohung der Oberflichenspannung
von Wasser oder sterische Griinde in Frage [Timasheff 1992]. Da der verdnderte
Ordnungszustand des Systems mit einer Erniedrigung der Entropie einhergeht, nimmt durch die
Zugabe der Kosolventien die freie Energie insgesamt zu. Fiir das denaturierte Protein ist die
Kontaktfliche mit dem Solvens groBer als fiir das native Molekiil (Abbildung 1.7), so dass der
Entfaltungsvorgang infolge einer vermehrten Zunahme der freien Energie besonders stark
thermodynamisch benachteiligt ist. Das Reaktionsgleichgewicht zwischen Faltung und
Denaturierung verschiebt sich in Anwesenheit der Excipienten daher zugunsten des nativen

Molekiilzustandes [Carpenter und Chang 1996].
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Abbildung 1.7: Prinzip der Stabilisierung durch ,, Preferential Exclusion®. Zeichnung entnommen aus
[Arakawa et al. 1993].
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Die Energiebetrachtung in Abbildung 1.8 verdeutlicht, dass gegeniiber der reinen Proteinldsung
in Gegenwart von Hilfsstoffen ein etwas ungiinstigerer Energiezustand vorliegt. Gleichzeitig
wird aber die denaturierte Konformation des Proteins iiberproportional stark destabilisiert, so

dass das Molekiil letztlich in den nativen Zustand gezwungen wird.
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Abbildung 1.8: Energiebetrachtung fiir natives (N) und entfaltetes (D) Protein in Abwesenheit (links) und
Anwesenheit (rechts) von stabilisierenden Hilfsstoffen. Nach [Wang 1999].

Substanzen, die bevorzugt aus der Proteinsphire ausgeschlossen und dementsprechend als
stabilisierende Additive eingesetzt werden, sind unter anderem Zucker, Zuckeralkohole oder
Aminosduren. Da die Zunahme der Energiedifferenz zwischen nativem und denaturiertem
Zustand durch den Ausschluss eines einzelnen Hilfsstoffmolekiils nur gering ist, miissen die
Kosolventien in hohen Konzentrationen verwendet werden. Um gute Stabilisierungseffekte zu
erzielen, empfiehlt Arakawa einen Hilfsstoffgehalt von mehr als 300mM [Arakawa et al.
1993], Carpenter und Crowe raten sogar zu einer Mindestkonzentration von 500mM

[Carpenter und Crowe 1988].

Auch die Art des verwendeten Additivs ist fiir den Erfolg der Proteinstabilisierung von
Bedeutung, wenngleich sich hierbei von Protein zu Protein Unterschiede ergeben konnen.
Beispielsweise wurde rhDNAse durch verschiedene Konzentrationen der Hilfsstoffe Lactose,
Trehalose, Saccharose oder Mannitol in jeweils gleichem Umfang stabilisiert [Chan et al.
1996]. Im Fall von aFGF konnte dagegen bereits durch den Zusatz von 155 mM Trehalose ein
vergleichbarer Stabilisierungseffekt erreicht werden wie durch 250 mM Dextrose oder 310
mM Sorbitol [Tsai et al. 1993]. Fiir die Stabilisierung von rFVIII SQ erwies sich Saccharose in
verschiedenen Konzentrationen von 10 bis 600 mg/ml den Zuckeralkoholen Sorbitol und

Mannitol iiberlegen [Fatouros et al. 1997].
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Neben der Verwendung von Kohlenhydraten oder Aminoséuren werden zur Stabilisierung von
Proteinarzneimitteln haufig nichtionische Tenside wie Polysorbat 80 oder 20 eingesetzt [Jones
et al. 1997]. Diese oberflichenaktiven Substanzen sind in der Lage, durch Anlagerung an
hydrophobe Grenzfldchen die Denaturierung von Proteinen, aber auch die Zusammenlagerung
(teil-) entfalteter Molekiile zu verringern [Chang et al. 1996]. Auch eine Chaperonéhnliche
Funktionsweise [Randolph und Jones 2002] oder thermodynamische Effekte [Timasheff 1993]
werden als Erklirung fiir die stabilisierende Wirkung der Tenside herangezogen. Uber die
erfolgreiche Stabilisierung von Proteinlésungen durch oberflichenaktive Substanzen finden
sich in der Literatur vielfdltige Berichte. Kerwin et al. gelang es, die durch Schiittelstress
induzierte Aggregation von Himoglobin durch Zusatz von Tween 80 zu verhindern [Kerwin et
al. 1998]. Auch die Aggregation von hGH infolge mechanischer Belastung wurde durch
verschiedene Konzentrationen von Tween 80, Brij 35 und Pluoronic F68 vermindert [Katakam
et al. 1995], ferner konnte die Aggregation von rhFXIII durch Tween 20 inhibiert werden
[Kreilgaard et al. 1998].

3.2.2 Hilfsstoffe fiir gefriergetrocknete Proteinrezepturen

Zu Beginn dieses Kapitels wurde bereits dargelegt, dass lyophilisierte Proteinrezepturen in der
Regel eine bessere Lagerstabilitdt aufweisen als fliissige Zubereitungen. Allerdings stellt die

Gefriertrocknung selbst eine zusétzliche Stress-Situation fiir biologische Molekiile dar.

Mit dem Einfrierprozess ist eine Belastung des Proteins durch niedrige Temperaturen,
entstehende Eiskristalle, Konzentrationseffekte in der Losung und moglicherweise
Phasentrennung verbunden. Zusétzlich kann der Trocknungsvorgang durch die Entfernung der
Hydrathiille eine Schidigung des Molekiils auslosen, wie mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie
gezeigt wurde [Prestrelski et al. 1993]. Infolge des Wasserentzugs konnen die polaren Gruppen
des Proteins keine Wasserstoffbriicken mehr zu den Losungsmittelmolekiilen in der Umgebung
aufbauen. Dies beeintrichtigt die Stabilitit der Struktur erheblich, da das Protein nun
bevorzugt intra- oder intermolekulare Ersatzwechselwirkungen eingeht. Denaturierung und
Aggregation sind daher hdufige Konsequenzen von Trocknungsprozessen [Carpenter und

Crowe 1989, Crowe et al. 1993].

Als Kryoprotektoren, d.h. zum Schutz wéhrend des Einfrierens, sind dieselben Hilfsstoffe
einsetzbar, die ein Protein auch in Fliissigformulierungen durch ,,Preferential Exclusion®
stabilisieren, also etwa Zucker oder Aminosduren. Auch hierbei ist auf ausreichend hohe
Hilfsstoffkonzentrationen zu achten. Beispielsweise gelang Carpenter et al. eine Verbesserung

der Einfrierstabilitit von LDH durch den Zusatz von Lactose, Glycerol, Xylitol, Sorbitol oder
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Mannitol in Konzentrationen von 0,5 bis 1 M [Carpenter et al. 1990]. Kein signifikanter Effekt
auf die Stabilitdit von LDH und PFK wurde dagegen in Anwesenheit von Trehalose oder

Glucose in Konzentrationen von 5 bis 100 mM beobachtet [Carpenter et al. 1993].

Wihrend des Trocknungsprozesses muss der Proteinwirkstoff durch sogenannte
Lyoprotektoren geschiitzt werden. Hierzu sind Substanzen einsetzbar, die Wasserstoffbriicken
zu polaren Aminosdureresten auftbauen und infolgedessen als Wasserersatz dienen konnen
(,Water Replacement). Auch diese Aufgabe erflillen insbesondere Zucker und
Zuckeralkohole. Das Ausmal} des Stabilisierungseffektes scheint dabei von der Intensitit der
moglichen Wechselwirkungen zwischen Hilfsstoff und Protein abzuhidngen. Tanaka et al.
untersuchten die Stabilitdt gefriergetrockneter Katalase in Gegenwart verschiedener
Kohlenhydrate. Dabei wurde mit steigender Kettenlinge der Hilfsstoffe ein abnehmender
Stabilisierungseffekt gefunden. Von den Autoren wurde dieses Phinomen mit der
zunehmenden sterischen Hinderung bei der Ausbildung von Wasserstoffbriicken zum Protein

begriindet [ Tanaka et al. 1991].

Um die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen Hilfs- und Wirkstoff zu ermoglichen,
miissen beide Substanzen in derselben amorphen Phase des Lyophilisates vorliegen.
Hilfsstoffe, die prinzipiell Wasserstoftbriicken aufbauen konnen, aber bei der Gefriertrocknung
zum Auskristallisieren neigen, sind daher fiir Proteinformulierungen ungeeignet. So erklart
sich etwa, warum Interleukin-6 oder Humicola lanuginosa Lipase beim Gefriertrocknen durch

Mannitol nicht effektiv stabilisiert werden konnten [Liickel et al. 1998, Kreilgaard et al. 1999].

Bei der Auswahl von Lyoprotektoren ist neben der Kettenlinge und der Modifikation des
Hilfsstoffes nach Gefriertrocknung auBerdem dessen Glasiibergangstemperatur von
entscheidender Bedeutung. Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass Proteinlyophilisate in
einem amorphen, glasartigen Zustand vorliegen sollten. Die Viskositét eines solchen Systems
liegt bei 10'2- 10" Pas, wodurch die Beweglichkeit von Molekiilen stark eingeschrénkt ist. Fiir
die Stabilitit des Proteinwirkstoffes ist diese Eigenschaft von groBem Vorteil, da auch
chemische Abbaurektionen und strukturelle Verdnderungen in diesem Medium nur sehr
langsam ablaufen konnen [Hancock et al. 1995, Chang et al. 1996]. Oberhalb der sogenannten
Glasiibergangstemperatur verdndert sich die Beschaffenheit des festen amorphen Systems
jedoch zugunsten eines hochviskosen fliissigen Zustandes, in dem die Molekiile mehr
Bewegungsfreiheit haben. Als Konsequenz fiir die Entwicklung eines stabilen Lyophilisates
ergibt sich daher die Forderung, dass die Glasiibergangstemperatur des Produktes deutlich {iber
der gewiinschten Lagertemperatur des Priparates liegen muss. Aus diesem Grund sind etwa

Sorbitol oder Fructose, die lediglich eine Glasilibergangstemperatur von -3°C [Franks 1990]
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bzw. 10°C [Roos 1993] besitzen, trotz ihrer kryo- und lyoprotektiven Eigenschaften nicht als
Hilfsstoffe fiir Proteinlyophilisate geeignet.

Besondere Beachtung gebiihrt in diesem Zusammenhang auch der Restfeuchtigkeit eines
Lyophilisates. Da Wasser aufgrund seiner sehr niedrigen Glasiibergangstemperatur als
Weichmacher dient, wird die Glasiibergangstemperatur von Lyophilisaten mit steigendem
Feuchtigkeitsgehalt abgesenkt. Dabei muss einkalkuliert werden, dass wéhrend der Lagerung
der Wassergehalt eines Produktes zunehmen und ein kritischer Wert auch erst nach Monaten
entstehen kann, etwa durch Feuchtigkeitstransfer aus dem Stopfen. Auf diese Weise sank die
Glasiibergangstemperatur einer Saccharose haltigen rFXIII Formulierung innerhalb

dreimonatiger Lagerung bei 40°C um 11°C ab [Kreilgaard et al. 1998].

Allerdings lassen sich selbst bei sachgeméBer Lagerung eines Proteinlyophilisates unterhalb
seiner Glasiibergangstemperatur Abbaureaktionen nicht vollstindig verhindern, wenn ein
Molekiil im nativen Zustand reaktive Gruppen an der Oberfldche besitzt, die stark anfallig fiir
Instabilitdtsreaktionen sind. Diese Problematik zeigte sich in Untersuchungen von Osterberg et
al. mit Faktor VIII-Lyophilisaten. Hier wurde der Wirkstoff aufgrund eines reaktiven
Methionin-Restes trotz Lagerung unterhalb der Glasilibergangstemperatur oxidativ abgebaut
[Osterberg et al., 1997]. Dies macht deutlich, dass neben einigen allgemeingiiltigen Regeln
immer auch die individuellen Schwachstellen jedes Wirkstoffes bei der Entwicklung eines

stabilen Proteinlyophilisates zu berticksichtigen sind.

33 Galenische Formulierungen fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2

Die fiir erste klinische Untersuchungen verwendete Studienmedikation von huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 stellt eine generische Fliissigformulierung dar, die sich aus Natriumcitrat,
Mannitol, Arginin und Polysorbat 80 zusammensetzt. Trotz der Anwesenheit mehrerer
proteinstabilisierender Hilfsstoffe zeigen die Immunzytokine in dieser Rezeptur noch starke
Aggregationstendenzen bei Schiittelstress. Um eine ausreichende Stabilitidt der Zubereitungen

zu gewdhrleisten, werden die Lésungen daher bei -20°C transportiert und aufbewahrt.

Eine solche Lagertemperatur ist mit Blick auf die Distribution eines Handelspriparates duf3erst
kritisch zu bewerten, da wihrend Transport und Lagerung eine geschlossene Kiihlkette
erforderlich ist. Weitere Schwierigkeiten sind beim Endverbraucher zu erwarten. Dieser miisste
ein kontrolliertes Auftauen der Losungen vor der Anwendung sicherstellen, da zu schnelles

Auftauen zu einer Schiadigung der Proteinstrukturen fithren kann.

Aus diesem Grund soll fiir zukiinftige Anwendungen die Rezepturzusammensetzung der

Fusionsproteine soweit verbessert werden, dass eine Lagerung der Praparate im Kiihlschrank
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oder vorzugsweise bei Raumtemperatur moglich wird. Die Entwicklung einer solchen

Formulierung war ein Ziel dieser Arbeit und ist in Kapitel VI beschrieben.

34 Experimentelle Hilfsstoffe zur Stabilisierung von Proteinen

Wie die Ubersicht in Tabelle 1.4 und 1.5 zeigt, wird zur Stabilisierung von Proteinarzneistoffen
in pharmazeutischen Formulierungen derzeit nur eine kleine Anzahl unterschiedlicher
Hilfsstoffe eingesetzt. Dazu zédhlen die beiden Disaccharide Saccharose und Trehalose, die

Aminoséduren Glycin und Histidin, sowie Polysorbate.

Um fiir kiinftige Protein-Wirkstoffe Rezepturen unter Umgehung bestehender Formulierungs-
patente entwickeln zu konnen, ist es erforderlich, weitere Excipienten hinsichtlich ihres
protektiven Effektes fiir biologische Molekiile zu evaluieren. Dieser Aspekt sollte auch im

Rahmen der vorliegenden Arbeit berticksichtigt werden.

Einige Anregungen fiir neue Additive finden sich in der Natur. Denn interessanterweise
entstammt die Idee, die Gesetze der Thermodynamik zur Stabilisierung von Proteinen
auszunutzen, einem natiirlichen Vorbild. Im Zytoplasma extremophiler Bakterien finden sich
sogenannte kompatible Solute, die Biopolymere wie Proteine oder Nukleinsduren vor
unwirtlichen Umweltbedingungen schiitzen [Galinski und Triiper 1994]. Diesen
niedermolekularer Schutzsubstanzen ist es zu verdanken, dass die Mikroorganismen sich an
physikalische  Stress-Situationen  wie extreme  Temperaturen oder  wechselnde
Wasserverfiigbarkeit adaptieren und selbst in heilen Geysiren, Salzwasserseen oder der Wiiste
tiberleben konnen [daCosta et al. 1998, Goller und Galinski 1999]. Die Gruppe der
kompatiblen Solute rekrutiert sich aus wenigen Stoffklassen [daCosta et al. 1998, Bremer und
Kramer 2000]. Insbesondere finden sich darunter Zucker (z.B. Trehalose, Saccharose), Polyole
(z.B. Glyzerin), freie Aminoséduren (z.B. Prolin, Glutamat), Aminosdurederivate (z.B. Ectoin,
Hydroxyectoin) und Sulfatester (z.B. Cholin-O-sulfat). Der Schutz der Mikroorganismen
entfaltet sich sowohl iiber die osmotische Aktivitit der kompatiblen Solute, als auch {iber
spezifische proteinstabilisierende Eigenschaften. Letztere lassen sich am Besten durch das
bereits vorgestellte ,,Preferential Exclusion® Modell beschreiben [Arakawa und Timasheff
1985]. Diese protektive Wirkung macht die kompatiblen Solute tiber ihre natiirliche Funktion
hinaus auch fiir eine Nutzung in der Biotechnologie und Pharmazie interessant. In vitro
Experimente bestétigten eine enzymstabilisierende Wirkung bei Hitze, Kélte, Gefriertrocknung
sowie unter dem FEinfluss chaotropen Harnstoffs und lassen damit ein breites
Anwendungspotential erhoffen [Lippert und Galinski 1992, Ramos et al. 1997, Goller et al.
1998].
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Tatsdchlich werden einige Solute wie Zucker, Polyole und Aminoséuren zur Stabilisierung von
Proteinen in pharmazeutischen Zubereitungen schon seit langem eingesetzt [Wang 1999, Wang
2000]. Hingegen erschienen andere Verbindungen bisher insbesondere deshalb uninteressant,
weil sie nur durch eine kostspielige chemische Synthese zugéinglich waren. Zur Herstellung der
beiden Solute Ectoin und Hydroxyectoin konnte vor Kurzem jedoch mit dem sogenannten
Bakterienmelk-Verfahren ein biotechnologischer Produktionsprozess etabliert werden, der die
Erzeugung der Substanzen im GroBmaRstab erlaubt und die kommerzielle Nutzung der Ectoine

wesentlich attraktiver machen diirfte [Sauer et al. 1998].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher Ectoin und Hydroxyectoin hinsichtlich ihres
Potentials als proteinstabilisierende Additive iiberpriift und zur Herstellung fliissiger und

gefriergetrockneter Zubereitungen eingesetzt.
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Abbildung 1.9: Strukturformel von Ectoin (links) und Hydroxyectoin (rechts).
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Ein weitere Ansatz innovativer Formulierungsentwicklung wurde mit der Verwendung
neuartiger Zuckerverbindungen verfolgt. Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass
niedermolekulare Zucker und Zuckeralkohole sich sehr gut als Kryo- und Lyoprotektoren in
Proteinzubereitungen eignen. In Handelsprodukten werden bislang nur Saccharose, Trehalose
und Mannitol eingesetzt. Auf experimenteller Basis wurden jedoch bereits weitaus mehr
Substanzen mit teilweise vielversprechenden Ergebnissen getestet, darunter etwa Maltose
[Tanaka et al. 1991], Lactose [Prestrelski et al. 1993], Sorbitol [Constantino et al. 1995,
Schwendeman et al. 1995] und Inositol [Carpenter und Crowe 1989, Izutsu et al. 1994]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das Stabilisierungspotential von drei weiteren Polyolen, Isomalt,
Raftilose und Raftiline, evaluiert. Alle drei Verbindungen wurden als Zuckeraustauschstoffe
fiir die Lebensmittelindustrie entwickelt und bislang nicht in pharmazeutischen Zubereitungen

verwendet.

Bei Raftilose handelt es sich um ein Polymergemisch aus mehreren -(2—1) verbundenen D-

Fructoseeinheiten (Abbildung 1.8), wobei das reduzierende Ende der Ketten mit einem
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o-(1—2) verkniipften D-Glucose-Rest abschlieB3t. Die Gewinnung erfolgt durch kontrollierte
enzymatische Hydrolyse aus pflanzlichem Inulin, wobei ein Gemisch mehrerer Kohlenhydrate
mit einem Polymerisationsgrad von 2-7 entsteht [Crittenden und Playne 1996, Playne und

Crittenden 1997].

Raftiline unterscheidet sich von dieser Zusammensetzung lediglich hinsichtlich der Anzahl der
verkniipften Oligosaccharid-Molekiile. Mit einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad von

10 besitzt Raftiline eine deutlich hohere Kettenldange als Raftilose.

Isomalt schlieBlich ist ein Gemisch aus den beiden Disaccharidalkoholen 6-O-0i-
Glucopyranosylsorbit (GPS) und 1-O-o-Glucopyranosylmannit (GPM, beide Abbildung 1.10)
[Zielasko 1997, Straeter und Irwin 1991]. Zu Versuchszwecken stand neben dem dquimolaren
Gemisch (Isomalt ST) der beiden Disaccharidalkohole auch GPM- und GPS- angereichertes
Isomalt (GPM : GPS im Verhiltnis 75 : 25 oder 25 : 75) zur Verfligung.
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Abbildung I.10: Dargestellt ist die Strukturformel von Glucopyranosylmannit (links) und Glucopyranosylsorbit
(Mitte), den beiden Bestandteilen von Isomalt, sowie die Strukturformel von Oligofructose (rechts), dem
Grundbaustein von Raftilose und Rafftiline.
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4  Analysenmethoden zur Stabilititspriifung von Proteinarzneimitteln

4.1 Ubersicht

Um ein moglichst vollstdndiges Bild von der Stabilitdt eines proteinogenen Arzneimittels zu
erhalten, ist der Einsatz verschiedener Analysentechniken unerldsslich, da sich das komplexe
Abbauverhalten eines Proteinmolekiils mit Hilfe einer einzigen Methode nicht umfassend

beurteilen ldsst. Einen groben Eindruck iiber die Vielfalt der hierbei in Frage kommenden

Verfahren soll Tabelle 1.6 verschaffen.

Analysentechnik

Wichtigster Anwendungsbereich

Chromatographische Verfahren
GroBenausschluss-Chromatographie (SEC)
Umkehrphasen-Chromatographie (RP HPLC)
Ionenaustausch-Chromatographie (IEC)
Elektrophoretische Verfahren
SDS-Polyacrylamidgel-Electrophorese (SDS PAGE)
Isoelektrische Fokussierung (IEF)
Kapillarelektrophorese (CE)

Immunologische Verfahren

Enzymimmunoassay (ELISA)

Optische / Spektroskopische Verfahren
UV-Spektroskopie

Infrarot-Spektroskopie (IR)

Circular Dichroismus-Spektroskopie (CD)
Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR)
Massenspektrometrie (MS)
Lichtblockade-Messung

Lichtstreuung

Aggregation und Zersetzung
Zersetzung

Ladungsheterogenititen

Aggregation und Zersetzung
Ladungsheterogenititen

Ladungsheterogenititen

Strukturelle Integritit

Proteinkonzentration
Sekundarstruktur
Sekundérstruktur
Tertidrstruktur
Molekulargewicht
Aggregation
Aggregation

Tabelle I.6: Wichtige Analytische Methoden zur Charakterisierung von Proteinarzneistoffen.




I. Einleitung 34

Da eine genauere Beschreibung der einzelnen Techniken den Rahmen dieser Einfiihrung
iibersteigen wiirde, sei auf einige Ubersichtsartikel verwiesen [Underberg et al. 2000, Reubsaet

et al. 1998, Baudys und Kim 2000, Hoffmann 2000].

Aus Griinden des Material- und Zeitbedarfs konnen fiir Standardfragestellungen nicht alle der
erwidhnten Analysenverfahren parallel eingesetzt werden. Zur Unterstiitzung der
Formulierungsentwicklung muss es vielmehr gelingen, mit einer {ibersichtlichen Auswahl
geeigneter Techniken die wichtigsten chemischen und physikalischen Instabilititen eines
Proteins moglichst empfindlich zu detektieren. In der industriellen Praxis konnen dariiber
hinaus auch Erwédgungen wie der Probendurchsatz oder die Validierbarkeit einer Methode ein

Entscheidungskriterium darstellen.

4.2 Analytische Verfahren zur Untersuchung von huKS-IL 2 und hu14.18-IL 2

Bislang wurden bei Stabilititsstudien der Immunzytokine zur Bewertung der
Wirkstoffstabilitit der Aggregationsstatus (Bildung 16slicher und unldslicher Aggregate) sowie
die  Entstehung  chemischer = Abbauprodukte  {iberpriift. =~ Neben  verschiedenen
chromatographischen Verfahren (SEC, RP-HPLC, WCX) wurden hierzu elektrophoretische
Methoden (SDS-PAGE, IEF) und optische Verfahren (Turbiditdtsmessung, Lichtblockade-
Prinzip) etabliert. Als Nachteil dieser Analysenmethoden ist allerdings zu werten, dass mit
keiner der Techniken eine Aussage liber den Denaturierungsgrad der Proteine getroffen werden
kann. Da Entfaltungsvorginge jedoch héufig eine Vorstufe spdterer Aggregationsprozesse

sind, bleiben damit wichtige Aspekte der Wirkstoffstabilitdt unerschlossen.

Die Konformation von Proteinen kann mit hoher Auflosung durch Rontgenbeugung bestimmt
werden. Da hierfiir jedoch gut geordnete Kristalle des entsprechenden Proteins zur Verfiigung
stehen miissen, ist ein solches Analysenprinzip im Rahmen der Formulierungsentwicklung
ungeeignet. Eine alternative Untersuchungsmethode ist die Kernresonanztechnik (NMR), die
eine Strukturbestimmung des Proteins in Losung erlaubt. Problematisch bei diesem Verfahren
ist allerdings die mit der Sequenzlinge zunehmende Komplexitit der Spektren. Die NMR-
Spektroskopie ist zur Zeit nur fiir kleinere Proteine (bis ca. 20 kD) einsetzbar und scheidet fiir
die Untersuchung der ca. 180 kD groBen Immunzytokine somit aus. Weit verbreitet zur
qualitativen und quantitativen Konformationsanalyse von Proteinen ist auch die CD-
Spektroskopie, die nicht nur zur Strukturaufklirung, sondern auch zur Bestimmung der
Denaturierungstemperatur verwendet wird [Bloemendal und Johnson 1995]. Allerdings kdnnen
mit diesem Verfahren nur Proteine in Ldsung untersucht werden. Eine Moglichkeit zur
Untersuchung der Sekundérstruktur von Proteinen in fliissiger und fester Form bietet die

Infrarot-Analytik. Der minimale Probenbedarf, die einfache und schnelle Handhabung und der
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weite Anwendungsbereich machen die IR-Spektroskopie zu einer attraktiven Technik [Cooper
und Knutson 1995]. In Ergdnzung zu den bereits etablierten Verfahren wurde diese
Analysenmethode daher im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur weiteren Charakterisierung

der Immunzytokine etabliert.

4.3 Strukturuntersuchungen mittels Infrarot-Spektroskopie

Zur Aufzeichnung der Proteinspektren wurde in dieser Dissertation die hochempfindliche
Fourier-Transform-Messtechnik  (FTIR) verwendet. Ausfiihrliche Erlduterungen zum
instrumentellen Aufbau und der Funktionsweise von FTIR-Spektrometern finden sich bei
Arrondo [Arrondo et al. 1993]. Das Analysenprinzip der Infrarot-Spektroskopie beruht darauf,
Verdnderungen in der Schwingungsenergie eines Molekiils bei der Wechselwirkung mit IR-
Strahlung zu messen. Die einzelnen Schwingungsfrequenzen entstehen durch die klassischen
Normalschwingungen des Systems. Die Anzahl der Normalmoden eines nichtlinearen
Molekiils mit N Atomen betrdagt 3N-6, wobei die Frequenzen von der Masse der beteiligten
Atome und der Bindungsstirke abhdngen. Infrarotaktiv ist ein Molekiil jedoch erst dann, wenn
sich mit der Normalschwingung auch ein Dipolmoment dndert, so dass bei passender Frequenz
Wechselwirkungen zwischen dem elektrischen Feldvektor und dem molekularen Dipol

mdglich sind [Dominik und Steinhilber 1996, Giinzler und Heise 1996].

Wihrend bei kleineren Molekiilen alle Normalschwingungen noch anschaulich dargestellt
werden konnen, ist dies bei groBen Molekiilen nicht moglich. Ein Protein mit einem
Molekulargewicht von ca. 12 kD besteht aus rund 100 Aminosduren und besitzt damit bereits
mehrere hundert Normalmoden. Dennoch generieren auch solche Molekiile ein
charakteristisches Spektrum, das sich durch das Konzept der Gruppenschwingungen erkliaren
lasst. Dabei wird das Molekiil formal in einzelne Gruppen zerlegt, die in erster Ndherung
unabhingig voneinander schwingen konnen. Jede Gruppe schwingt aufgrund der beteiligten
Atommassen und Bindungsstirken in einer fiir sie typischen Frequenz und wird deshalb im
Infrarotspektrum in bestimmten Bereichen gefunden. Innerhalb dieses Bereiches ist die
Schwingungsfrequenz dieser Gruppe abhédngig von der Anbindung an den Rest des Molekiils
[Arrondo et al. 1993, Cooper und Knutson 1995].

Die IR-Spektren von Proteinen enthalten neun charakteristische Absorptionsbanden, die sich
auf das Peptidriickgrat zuriickfiihren lassen und daher als Amidbanden bezeichnet werden. Von
diesen Schwingungsmoden der Peptidbindung ldsst sich besonders gut die Amid-I-Bande, die
hauptsichlich auf die Carbonylschwingung zuriickgeht, fiir die Analyse der Sekundérstruktur
verwenden. Frequenz und Intensitdt dieser Schwingung sind empfindlich fiir die Stirke der

Wasserstoffbriickenbindung zur Carbonylgruppe. Eine starke H-Briicke schwiécht den
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Doppelbindungscharakter und senkt die Schwingungs-frequenz, wéhrend umgekehrt
schwichere H-Briicken die Doppelbindung stirken und die Frequenz erhohen [Arrondo et al.
1993]. Da innerhalb von Sekundérstrukturen Wasserstoff-briicken ausgebildet werden, die zu
einer fiir diese Struktur typischen Amid-I-Absorption fiihren, kann so eine einfache

Untersuchung der Proteinkonformation erfolgen (Abbildung I.11).
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Abbildung 1.11: IR-Spektren von Myoglobin (blau) und Concanavalin (vot) im Bereich der Amidbanden I und
1I. Myoglobin besitzt 75% helicale und keine f[3-Faltblattstrukturen, wdihrend Concanavalin aus 46%
B-Faltblatt- und 0% Helix-Strukturen besteht. Deutlich zu sehen ist die Bandenverschiebung in Abhdngigkeit
von den Sekunddrstrukturelementen der Proteine.

Um moglichst genaue Aussagen liber die Proteinkonformation zu erhalten, ist eine
mathematischen Auflosungsverstirkung der IR-Banden erforderlich, etwa durch Berechnung
der zweiten Ableitung [Carpenter et al. 1998]. Tatsdchlich ist die Amid-I-Bande nicht auf ein
einzelnes IR-Signal zuriickzufiihren, sondern setzt sich aus mehreren, eng beieinander
liegenden Banden zusammen, deren Peakbreite das instrumentelle Auflosungsvermogen
iibersteigt. Die Lage dieser Unterbanden ist typisch fiir bestimmte Sekundirstrukturelemente
und kann somit wertvolle Informationen iiber das untersuchte Protein liefern. So generieren
a-Helices ein Signal bei ca. 1652cm™, ungeordnete Anteile weisen eine Bande um 1645¢cm™
auf. Native B-Faltblatt-Strukturen erzeugen iiblicherweise mehrere Signale, insbesondere bei
1637cm™ und zwischen 1670cm™ und 1695cm™ [Byler und Susi 1986, Susi und Byler 1986,
Krimm und Bandekar 1986].
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S5  Beschleunigte Stabilititsuntersuchungen therapeutischer Proteine

5.1 Isotherme Stabilitiitstests

Die Durchfiihrung umfangreicher Stabilitdtsuntersuchungen ist wihrend der Entwicklung eines
neuen Arzneimittels von essentieller Bedeutung. Im Hinblick auf die internationalen
Zulassungsverfahren sind beispielsweise fiir biotechnologische Priparate Langzeit-
untersuchungen erforderlich, die die Stabilitidt {iber mindestens 6 Monate bei definierten
Lagerbedingungen belegen [ICH Guideline Q5C]. Insbesondere in den frithen Phasen der
Formulierungsfindung sind solche langwierigen Stabilitdtsstudien jedoch unpraktikabel. Fiir
klassische chemische Arzneistoffe hat sich daher die Durchfiihrung beschleunigter
Haltbarkeitstests etabliert, um in kiirzerer Zeit Informationen tiber die Abbaumechanismen der
Molekiile zu erhalten und entsprechende Stabilisierungsmafinahmen zu planen. Dabei wird die
Zersetzung des Arzneistoffes bei erhohten Temperaturen untersucht und auf die
Lagertemperatur extrapoliert [Voigt 1995]. Besonders verbreitet ist die Durchfiihrung
isothermer Stabilitdtsstudien, bei denen die Degradation bei verschiedenen im Versuchsverlauf
konstant bleibenden Temperaturen studiert wird. Entsprechend der Arrhenius-Gleichung
besteht zwischen der Geschwindigkeit des Abbaus und der Lagertemperatur ein

Zusammenhang (Gleichung I.1):

k=—A-e kT Gleichung 1.1

Dabei ist k die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante und damit ein Mal} fiir die Abbau-
geschwindigkeit, A der StoBfaktor, En die Aktivierungsenergie und R die allgemeine
Gaskonstante. Um die Temperaturabhidngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit zu ermitteln,
wird die Konstante k bei mindestens drei Temperaturen bestimmt. Durch Auftragung von
In (k) gegen 1/T ist es moglich, die k-Werte fiir beliebige Lagertemperaturen zu errechnen und
Aussagen iiber Parameter wie Aktivierungsenergie, Halbwertszeit und Haltbarkeit zu treffen.
Beschleunigte Haltbarkeitstests sind zur Stabilititsvorhersage jedoch nicht universell
einsetzbar. Die Arrhenius-Beziehung besitzt nur dann Giiltigkeit, wenn die Zersetzung bei
erhohter Temperatur nach dem gleichen Mechanismus verlduft wie bei Normalbedingungen.
AuBerdem ist die Arrhenius-Gleichung nur in homogenen Systemen giiltig und nicht auf

Mehrphasensysteme anwendbar [Voigt 1995].

Bei Protein-Arzneistoffen wird die Durchfiihrung beschleunigter Stabilitétstests zur
Haltbarkeitsvorhersage kritisch beurteilt [Cleland et al. 1993]. Diese Verbindungen zeigen

hiufig ein so komplexes Abbauverhalten, dass mehrere Reaktionen mit unterschiedlicher
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Aktivierungsenergie gleichzeitig ablaufen oder sich die Abbauwege bei hoherer Temperatur
von denen bei Normalbedingungen unterscheiden konnen [Franks 1994]. Dennoch wurde die
Arrhenius-Gleichung bereits mit Erfolg zur Beschreibung der Abbauvorgédnge mehrerer
Proteine angewendet. Beispiele hierfiir sind etwa die Deamidierung von Calcitonin [Lee et al.
1992], die Hydrolyse von Gonadorelin [Helm und Muller 1990], Gonadorelin Releasing
Hormon [Motto et al. 1991] und Triptorelin [Helm und Muller 1990], sowie die Degradation
von Kalikrein, Bromelain [Yoshioka et al. 1991], Serumcholinesterase [Cole und Leadbeater

1968] und humanem B-Interferon [Geigert et al. 1987].

Aufgrund der Vorbehalte gegeniiber beschleunigten Stresstest mit Protein-Arzneistoffen
werden solche Untersuchungen von den Zulassungsbehdrden zwar nicht als Ersatz fiir
Echtzeitdaten akzeptiert [FDA 1997]; in frilhen Entwicklungsphasen konnen die Studien aber
dennoch fiir eine schnelle Beurteilung der Proteinstabilitdt sinnvoll sein. Aus diesem Grund
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschleunigte Stabilitdtsuntersuchungen mit
huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 durchgefiihrt. Ziel der Studien war es zu kléren, ob das komplexe
Abbauprofil dieser Proteine Haltbarkeitsvorhersagen aufgrund isothermer Stresstests iiberhaupt

zulédsst und welche Stabilitdtsparameter sich gegebenenfalls fiir die Auswertung eignen.

5.2 Nonisotherme Stabilitéitstests

Eine Weiterentwicklung der isothermen Stabilitdtsstudien stellen Stresstests unter
nonisothermen Bedingungen dar. Denn trotz der Zeitersparnis gegeniiber Stabilitdtspriifungen
bei Normalbedingungen ist der Gerdte- und Materialaufwand bei isothermen Experimenten
aufgrund der Vielzahl an Proben sehr hoch. Gerade im Anfangsstadium der Formulierungs-
entwicklung steht jedoch hiufig nicht ausreichend Wirkstoff flir solche Versuchsreihen zur
Verfiigung. Nichtisotherme Stresstests bieten die Moglichkeit, den Aufwand an Material und
Zeit noch weiter zu senken. Bei diesen Stabilitdtsstudien wird ein definiertes Temperatur-
programm auf die Probe angewendet und die Restkonzentration des Wirkstoffes kontinuierlich
oder durch Probenzug zu bestimmten Zeitpunkten ermittelt. Dadurch konnen bereits aus den
Ergebnissen eines einzigen Experimentes Informationen iiber die Aktivierungsenergie, die
Reaktions-geschwindigkeitskonstante und die Haltbarkeit getroffen werden [Lee und
Stavchansky 1998]. Die Automatisierung der Durchfithrung erméglicht das schnelle Screening

mehrerer Ansétze nebeneinander, beispielsweise um stabilisierende Hilfsstoffe zu erproben.

Seit der Erstbeschreibung der nonisothermen Methode durch Rogers 1963 [Rogers 1963]
wurden Stabilitétstests auf der Grundlage unterschiedlichster Temperaturprofile durchgefiihrt.

Mittlerweile sind zyklische, lineare, logarithmische oder hyperbolische Temperaturprogramme

beschrieben [Waltersson und Lundgren 1982, Maulding und Zoglio 1970, Tucker 1981]. Zur
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mathematischen Auswertung der erhaltenen Stabilititsdaten werden in Abhéngigkeit von der
Art des Temperaturprogrammes unterschiedliche Algorithmen herangezogen. Im folgenden
Abschnitt ist eine Mdglichkeit zur Auswertung eines linearen Temperaturprofils dargestellt,

das auch in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung kam [Degim und Agabeyoglu 2002].

Allgemein lédsst sich der Konzentrationsriickgang eines Arzneistoffs mit der Zeit fiir eine

Reaktion (pseudo-)erster Ordnung bei konstanter Temperatur durch Gleichung 1.2 beschreiben:
C, =C,-e™ Gleichung 1.2

Dabei ist C die Konzentration des Stoffes zum Zeitpunkt t, und kt die Reaktionsgeschwindig-

keitskonstante bei der Temperatur T. Durch Logarithmieren ergibt sich Gleichung I.3:

C
In—"-=—k,t Gleichung 1.3
CO
Bei der Durchfiihrung nonisothermer Experimente bleibt der Faktor k nicht konstant, sondern
verdndert sich als eine Funktion der Temperatur. Betrachtet man jedoch einen unendlich
kleinen Zeitabschnitt At, ist darin auch die Anderung der Temperatur und der Reaktions-

geschwindigkeitskonstanten unendlich klein. In diesem Fall entspricht die Tangentensteigung

in jedem Punkt der Abbaukurve -k bei der entsprechenden Temperatur (Gleichung 1.4).

d[lnc’]
CO
k, =————+=

Gleichung 1.4
dt

Die Abbaukurve (Auftragung von In C/C, gegen die Zeit) kann durch Anpassung eines

Polynoms n-ten Grades beschrieben werden (Gleichung 1.5).

C
In—t=a,+at+a,t’..+a," Gleichung 1.5
CO
Das Ableiten des Polynoms nach der Zeit ermoglicht die Errechnung der Reaktions-

geschwindigkeitskonstanten k bei einzelnen Temperatur- oder Zeitpunkten (Gleichung 1.6).

d Lln C’J
CO

. =a, +2a,t..+nat"" =k, Gleichung 1.6
t

Bei Giiltigkeit der Arrhenius-Beziehung ergibt die Auftragung von In (k) gegen die reziproke
Temperatur (1/T) einen Arrhenius-Plot. Ebenso wie bei der Durchfiihrung isothermer
Experimente kann daraus die Aktivierungsenergie, der Stossfaktor sowie die

Reaktionsgeschwindigkeitskonstante bei Normaltemperatur ermittelt werden.
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Abbildung 1.12: Links: Nonisotherme Abbaukurve (geschlossene Kreise) bei linearem Temperaturgradienten
(offene Rauten). Rechts: Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten k durch Bestimmung der
Steigung der Kurve In C/Cy gegen die Zeit.

Zur Stabilititsvorhersage von chemischen Arzneistoffen wurden nonisotherme Stresstests
bereits vielfach eingesetzt [Waltersson und Lundgren 1982, Maulding und Zoglio 1970,
Tucker 1981, Degim und Agabeyoglu 2002]. Mit Protein- oder Peptid-Arzneistoffen wurden
solche Experimente bislang nur vereinzelt durchgefiihrt. Zu den wenigen verdffentlichten
Beispielen zdhlen Versuche mit Thymopentin [Lee und Stavchansky 1998], mit Insulinotropin
[Stamper und Lambert 1995] und einem pegylierten Protein [Reithmeier et al. 2001]. In der
Regel zeigten sich dabei gute Ubereinstimmungen zwischen den nonisothermen Experimenten
und der klassischen isothermen Haltbarkeitsvorhersage. In einer Versuchsreihe von Reithmeier
traten allerdings auch Abweichungen zwischen beiden Methoden auf. Diese wurden auf
unterschiedliche Zersetzungsprofile des pegylierten Proteins bei den isothermem und
nonisothermen Studien zuriickgefiihrt [Reithmeier et al. 2001]. Nach Verringerung der
Heizrate in den nonisothermen Versuchen stimmte das Zersetzungsprofil und mit ihm die
Haltbarkeitsvorhersage der beiden Methoden besser iiberein. Daraus wurde geschlussfolgert,
dass mit zunehmender Komplexizitit der Testproteine eine Verlangsamung der
Aufheizgeschwindigkeit erforderlich sein kann, um die Genauigkeit der Stabilititsvorhersage

zu verbessern [Reithmeier et al. 2001].

In der vorliegenden Arbeit wurden neben isothermen Experimenten auch nonisotherme
Stresstests mit den beiden Modellproteinen huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 durchgefiihrt. Ziel
dieser Unersuchungen war es zum einen, die generelle Anwendbarkeit und Aussagekraft
nonisothermer Stabilititsexperimente bei so komplexen Proteinen wie den Immunzytokinen zu
testen. Zum anderen sollten die Ergebnisse der isothermen und nonisothermen Studien

miteinander verglichen und auf Ubereinstimmungen gepriift werden.
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6  Ziele der Arbeit

Die Antikorper-Zytokin-Konstrukte huKS-IL 2 und hul4.18- IL 2 sind zwei neue, dhnlich
strukturierte Fusionsproteine, die fiir den Einsatz in der onkologischen Immuntherapie

entwickelt wurden. Beide Substanzen befinden sich momentan in der klinischen Testphase.

Aufgrund erheblicher Stabilititsprobleme steht fiir die Wirkstoffe bisher keine finale
Formulierung zur Verfiigung. Ziel dieser Arbeit war es, potentielle Abbauwege und
stabilitdtskritische Einflussfaktoren von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 systematisch aufzukléren
und basierend auf diesen Daten lagerstabile Formulierungen fiir die Proteine zu entwickeln. Da
iiber das Stabilitdtsverhalten von Fusionsproteinen bis heute noch keinerlei Erfahrungswerte
veroffentlicht wurden, galt ein besonderes Interesse aullerdem der strukturellen Besonderheit
der Modellproteine und ihrem Vergleich mit den Eigenschaften der korrespondierenden

Einzelkomponenten.

Im ersten Teil dieser Arbeit stand die Durchfiihrung von verschiedenen Stresstests mit
huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 im Mittelpunkt, aus denen grundlegende Erkenntnisse iiber Art
und Ausloser der wichtigsten Instabilitdtsreaktionen abgeleitet werden sollten. Dabei sollten
auch die Gemeinsamkeiten und Unterschiede im Degradationsverhalten von huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 analysiert werden, um abschdtzen zu konnen, inwiefern die nachfolgende
Entwicklung einer gemeinsamen Formulierung fiir beide Substanzen moglich und sinnvoll

wire. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen sind in Kapitel III beschrieben.

Im zweiten Teil der Arbeit richtete sich der Fokus auf Stabilitdtsuntersuchungen mit den
beiden Antikorpern huKS und hul4.18 sowie dem Zytokin Interleukin-2. Diese Versuche
sollten kldren, ob die Gesamtstabilitit der Fusionsproteine von einer der beiden
Molekiilkomponenten in besonderer Weise dominiert wird. Weiterhin sollten die Studien
aufzeigen, ob sich anhand der Stabilitdtsdaten des freien Antikdrper- oder Zytokin-Anteils
bereits die Stabilitit der jeweiligen Konstrukte vorhersagen lieBe. Die Kenntnis solcher
Zusammenhinge konnte die kiinftige Rezepturentwicklung fiir neue, strukturverwandte
Wirkstoftkandidaten aus der Gruppe der Immunzytokine wesentlich vereinfachen. Eine

Zusammenstellung der Versuchsergebnisse findet sich in Kapitel IV.

Auf Basis von Untersuchungen mit Placebo-Zubereitungen (Kapitel V) beschiftigte sich ein
weiterer Teil dieser Arbeit schlieBlich mit der Formulierungsfindung fiir huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 (Kapitel VI). Durch die Optimierung kritischer Rezepturparameter und den

systematischen Finsatz stabilisierender Hilfsstoffe sollten lagerstabile Zubereitungen der
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beiden Fusionsproteine entwickelt werden. Hierbei wurden sowohl fliissige als auch
gefriergetrocknete Zubereitungen hergestellt und verschiedenen Stabilititstests unterworfen.
Fin besonderes Augenmerk galt in diesen Versuchsreihen auflerdem dem Einsatz

experimenteller Hilfsstoffe und deren Vergleich mit etablierten Additiven.

Um die Qualitdt einer neu entwickelten Formulierung zu beurteilen, sind Stresstests und die
Einlagerung der Zubereitungen bei verschiedenen Klimaverhiltnissen iiblich. Eindeutige
Aussagen lassen sich hiufig erst nach einem langen Beobachtungszeitraum treffen, was gerade
in frithen Phasen der Rezepturentwicklung unpraktikabel ist. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit
war es daher, am Beispiel der Immunzytokine die Anwendbarkeit und Aussagekraft
beschleunigter Haltbarkeitsstudien zu klidren. Anhand der Modellproteine huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 wurden sowohl klassische isotherme Haltbarkeitsstudien als auch nonisotherme
Stresstests durchgefiihrt und die Stabilitidtsvorhersagen der beiden Versuchsreihen miteinander

verglichen. Eine Zusammenstellung der Ergebnisse findet sich in Kapitel VII dieser Arbeit.
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II. MATERIAL UND METHODEN

1 Materialien

Im folgenden Abschnitt finden sich alle Materialien, die zur Durchfiihrung dieser Arbeit
verwendet wurden. Die Aufstellung wurde gegliedert nach Modellproteinen, Hilfsstoffen und
Verbrauchsmaterialen zur Herstellung der Zubereitungen, sowie Reagenzien flir analytische

Zwecke.

1.1 Modellproteine

1.1.1 Immunzytokine

Die Immunzytokine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 wurden von der Firma Merck KGaA zur
Verfiigung gestellt. Beide Proteine lagen in einer gefrorenen Losung vor, bestehend aus
Img/Iml des jeweiligen Wirkstoffes, 4% Mannitol, 100 mM L-Arginin-Hydrochlorid, 5 mM
Citronensaure und 0,01% Polysorbat 80, gelost in Wasser fiir Injektionszwecke und mit NaOH
eingestellt auf einen pH-Wert von 7,0 +/- 0,2. Die Losungen wurden bei -20°C gelagert
(Tiefkiihlschrank TC 212-1, Tritec Gesellschaft fiir Labortechnik und Umweltsimulation

m.b.H, Hannover) und unmittelbar vor der Verwendung bei Raumtemperatur aufgetaut.

1.1.2 Antikorper

Die zu den Immunzytokinen analogen Antikdrper huKS und hul4.18 wurden ebenfalls von der
Firma Merck KGaA erhalten. Sie lagen in einem wissrigen Puffersystem aus 100 mM
Natriumphosphat, 150 mM Natriumchlorid und 0,05% Polysorbat 80 bei einem pH-Wert von
7,0 +/- 0,2 vor und wurden bis zu ihrer Verwendung bei 4°C (Laborkiihlschrank Glass-Line,
Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz) aufbewahrt. Die Proteinkonzentration in diesen

Losungen lag bei 1,85 mg/ml huKS bzw. 1,34 mg/ml hul4.18.
1.1.3  Interleukin-2

Interleukin-2 wurde in Form des Fertigpréparates Proleukin (Chiron Corporation, Emeryville,
USA) kommerziell erworben. Der darin enthaltene Wirkstoff Aldesleukin unterscheidet sich
von humanem IL-2 in dreifacher Weise. Das Protein ist nicht glykosyliert und besitzt eine
modifizierte Aminosduresequenz, bei der das N-terminale Alanin entfernt und das freie Cystein
an Position 125 durch Serin ersetzt wurde. Die biologischen Aktivititen von Aldesleukin und

nativem menschlichen IL-2 sind jedoch vergleichbar [Geigert et al. 1993].
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Das Lyophilisat wurde entsprechend der Fachinformation mit Wasser fiir Injektionszwecke zu
einer Losung rekonstituiert, die pro Milliliter 1,1 mg Aldesleukin, 50 mg Mannitol, 0,2 mg
Natriumdodecylsulfat, 0,3 mg Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat und 1 mg Natrium-
monohydrogenphosphat bei einem pH-Wert von 7,5 enthielt.

1.2 Hilfsstoffe zu Herstellungszwecken

Die in Tabelle II.1 aufgefiihrten Hilfsstoffe kamen bei der Herstellung der Protein- oder
Placeboformulierungen als Pufferkomponenten zum FEinsatz. Alle Substanzen wurden in
Arzneibuch-Qualitdt (Ph. Eur.) verwendet. Zum Losen oder Verdiinnen der Rohstoffe diente
Wasser fiir Injektionszwecke, das gemidll den Vorgaben des Europdischen Arzneibuches

hergestellt wurde.

Pufferkomponenten Bezugsquelle
Citronensdure-Monohydrat, reinst VWR International, Bruchsal
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, reinst VWR International, Bruchsal
Kaliumdihydrogenphosphat, reinst VWR International, Bruchsal
Kaliumhydroxid — Pldtzchen, reinst VWR International, Bruchsal
Natriumchlorid, reinst endotoxinarm VWR International, Bruchsal
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, reinst VWR International, Bruchsal
Natriumhydroxid — Pldtzchen, reinst VWR International, Bruchsal
Phosphorsdure 89%, reinst VWR International, Bruchsal
Tris(hydroxymethyl)aminomethan VWR International, Bruchsal

Tabelle 11.1: Pufferkomponenten zur Herstellung der Protein- und Placebozubereitungen.

Zur Verbesserung der Proteinstabilitit wurden den Rezepturen auflerdem verschiedene
Kohlenhydrat-, Aminosiure- oder Tensidkomponenten zugesetzt. Eine Ubersicht iiber die
verwendeten Additive findet sich in Tabelle I1.2 auf der folgenden Seite. Soweit monografiert,

kamen auch diese Substanzen in Arzneibuchqualitit zur Anwendung.
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Proteinstabilisatoren

Hersteller/ Bezugsquelle

Arginin-Hydrochlorid, reinst
Ectoin, Reinheit 99%
Hydroxyectoin, Reinheit 99%
Isomalt, GPM angereichert
Isomalt, GPS angereichert
Isomalt ST

Mannitol, endotoxinarm
Polysorbat 80 VS

Raftiline

Raftilose P 95

Saccharose, reinst

Trehalose

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
Stidzucker AG, Mannheim
Siidzucker AG, Mannheim
Siidzucker AG, Mannheim
VWR International, Bruchsal
Unigema, Gouda, Niederlande
Siidzucker AG, Mannheim
Siidzucker AG, Mannheim
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal

Tabelle 11.2: Hilfsstoffe zur Herstellung der Proteinzubereitungen.

1.3

Verbrauchsmaterialien zu Herstellungszwecken

Im Folgenden sind die zu Herstellungszwecken verwendeten Verbrauchsmaterialien

aufgefiihrt. Dabei wurden ausschlieBlich produktberiihrende Materialien beriicksichtigt.

Verbrauchsmaterial

Hersteller/ Bezugsquelle

Millex MP, Einmalfilter 0,22 um

Falcon Zentrifugationsrohrchen

Eppendorf Mikro-Zentrifugationsréhrchen
Nalgene Filtrationseinheiten PES 0,22 pm
Glasvials 6R, Typ I Glas, klar, DIN ISO 719

Gefriertrocknungsstopfen 20mm, grey butyl S-87-J,
4432/50, No. 750504-0041

Injektionsstopfen 20 mm, grey butyl, 4110/40,
No. 750504-0043

Zentrifugationsréhrchen Biopur Safe-Lock

Millipore Corporation, Bedford, USA
VWR International, Bruchsal

VWR International, Bruchsal

Nalge Nunc Corporation, Rochester, USA

Miinnerstadter Glaswarenfabrik,
Miinnerstadt

West Pharmaceutical Service, Lionville,
USA

West Pharmaceutical Service, Lionville,
USA

VWR International, Bruchsal

Tabelle 11.3: Verbrauchsmaterialien zu Herstellungszwecken.
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14 Chemikalien und Reagenzien

Zur Durchfithrung analytischer Untersuchungen wurden die im Folgenden zusammengestellten
Chemikalien und Reagenzien verwendet. Das zum Losen oder Verdiinnen der Chemikalien

verwendete Wasser wurde einer MilliQ Gradient A10 Anlage (Millipore Corporation, Bedford,

USA) entnommen.

Reagenzien

Hersteller/ Bezugsquelle

SE-HPLC
Acetonitril LiChrosolv, Qualitit gradient grade
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Qualitit p.a.
Gelfiltrationsstandard
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Qualitit p.a
Natriumhydroxid-Platzchen, Qualitét p.a.
Natriumperchlorat-Monohydrat, Qualitit p.a.

RP-HPLC
Acetonitril LiChrosolv, Qualitit gradient grade
1,4-Dithiothreitol

Guanidinium-HCI
Natriumhydroxid-Plitzchen, Qualitdt p.a.
Trifluoressigsdure, Qualitdt Uvasol

TRIS-HCI, Qualitit p.a.

IEC
Acetonitril LiChrosolv, Qualitit gradient grade
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Qualitit p.a.

Natriumchlorid, Qualitét p.a.

Natriumhydroxid-Platzchen, Qualitét p.a.

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Qualitit p.a.

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
Bio-Rad, Hercules, USA

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal

Tabelle 11.4: Reagenzien fiir analytische Zwecke (1).
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Reagenzien

Hersteller/ Bezugsquelle

SDS-PAGE

Coomassie Brilliant blue R 250 tablets
1,4-Dithiothreitol
Essigsédure (Eisessig) 96%, Qualitét p.a.
Ethanol absolut, Qualitdt gradient grade
Gel-Dry Drying Solution
Mark 12 Wide Range Protein Standard
Methanol LiChrosolv, Qualitit gradient grade
Trichloressigsdure, Qualitit p.a.
4-20% Tris-Glycine Gel 1.0 mm
Tris-Glycine SDS Running Buffer
Tris-Glycine SDS Sample Buffer

Karl-Fischer-Titration
Apura Combi Coulomat fritless

Apura Wasserstandard 0,01%

pH-Messungen

Certipur Pufferlésung pH 4,0
Certipur Pufferlosung pH 7,0
Certipur Pufferlésung pH 10,0

Fehling-Test
Kupfer(Il)sulfat, reinst

Natriumhydroxid-Platzchen, Qualitét p.a.

Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat, Qualitit p.a.

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
Novex, San Diego, USA
Novex, San Diego, USA
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
Novex, San Diego, USA
Novex, San Diego, USA
Novex, San Diego, USA

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal

VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal
VWR International, Bruchsal

Tabelle I1.5: Reagenzien fiir analytische Zwecke (2).
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2 Methoden

Der folgende Abschnitt gibt jeweils eine kurze Einfithrung in die verwendeten Herstellungs-

und Analysenmethoden, sowie eine Beschreibung ihrer praktischen Durchfiihrung.
2.1 Herstellung der Zubereitungen
2.1.1 Umpufferung mittels Affinititschromatographie

Zur Herstellung der Ansatzldsungen mussten die in den Bulkldsungen enthaltenen Hilfsstoffe
und Puffersalze mittels Pufferaustausch durch neue Komponenten ersetzt werden. Eine
besondere Schwierigkeit stellte dabei die Abreicherung von Detergenzien dar, da die
verwendete Bulklosung der Immunzytokine und Antikorper aus Stabilititsgriinden bereits
0,01% beziehungsweise 0,05% Polysorbat 80 enthielt. Die Tensidmenge in den Losungen lag
damit im Bereich der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) von 0,0013-0,017%
[Hillgren et al. 2002]. Mit Hilfe von Membrantrennverfahren konnte eine quantitative
Entfernung von mizellarem Polysorbat 80 nicht garantiert werden. Zur Umpufferung der
Proteine wurde daher das Prinzip der Affinititschromatographie genutzt. Auf diese Weise
wurde eine Abreicherung aller in der Ausgangslosung vorhandenen Pufferkomponenten auf

unter 1 % des Ursprungswertes erreicht [Hardung 2003].

Grundlage der Affinitdtschromatographie ist die reversible Bindung des zu reinigenden
Proteins an einen spezifischen Liganden, im vorliegenden Fall an das bakterielle Zellwand-
Protein A (Abbildung II.1). Die Bindungsaffinitidt zwischen Protein A und dem F.-Teil von
Immunglobulinen ist pH-abhédngig. Bei neutralem pH-Wert werden die IgG-Molekiile zunéchst
an das Sdulenmaterial gebunden, so dass im nachfolgenden Waschschritt ein Pufferaustausch
erfolgen kann. Mit abfallenden pH-Gradienten ldsst sich der Proteinwirkstoff im nun

verdnderten Puffersystem wieder eluieren [Anwenderhandbuch Amersham 2003].

pE- 1
R R

Abbildung I1.1: Prinzip der Affinititschromatographie: IgG (blau) bindet pH-abhdngig an das Sdulenmaterial

@ ;‘;.

Protein A. Die in der Bulklosung enthaltenen Puffersalze (rot) werden ausgewaschen und durch neue
Komponenten (griin) ersetzt. Durch Absenken des pH-Wertes wird IgG schlieflich im verdinderten Puffersystem
eluiert. Zeichnung modifiziert nach Anwenderhandbuch Amersham 2003.
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In dieser Arbeit wurde als stationdre Phase fiir alle Proteine eine HiTrap rProteinA FF, 5 ml
Sdule (Amersham Biosciences Corporation, Piscataway, USA) verwendet. Zur
Aufrechterhaltung einer kontinuierlichen Flussrate wurde die Trennsdule an eine HPLC-Pumpe
(Modell L 6000 von Merck-Hitachi, VWR International, Bruchsal) angeschlossen. Der Verlauf
der Umpufferung lieB sich durch photometrische Online-Detektion bei 280 nm {iberwachen

(UV/Vis-Detektor L 4250 von Merck-Hitachi, VWR International, Bruchsal).

Die Zusammensetzung der verwendeten Pufferlosungen orientierte sich an den Erfordernissen
der herzustellenden Zubereitungen. Fiir alle Prozessschritte wurde hilfsstoftfreier
Formulierungspuffer (z.B. Citratpuffer 20mM) verwendet, der je nach Funktion auf einen pH-
Wert von 6,0-7,0 (Bindungs- und Spiilpuffer) oder 3,0-4,0 (Elutionspuffer) eingestellt wurde.
Auf den Zusatz proteinstabilisierender Hilfsstoffe zu den Pufferlosungen wurde verzichtet, um
durch Aliquotierung des Eluats mehrere Formulierungen unterschiedlicher Zusammensetzung

herstellen zu konnen.

Zur Durchfithrung der Umpufferung wurde die Protein A-Séule zunichst fiir 20 Minuten bei
einer Flussrate von 3 ml/min mit Bindungspuffer equilibriert. Die Beladung der Sédule erfolgte
in der Regel mit 80 mg Protein (volumendosiert), vereinzelt wurde fiir kleinere Versuchsreihen
auch weniger Ausgangsmaterial eingesetzt. Durch 20 miniitiges Waschen (Flussrate 3 ml/min)
mit Spiilpuffer wurden die im Ausgangsmaterial enthaltenen Hilfsstoffe abgereichert. Um das
Protein von der Sédule zu losen, wurde der pH-Wert der mobilen Phase mit Hilfe des
Elutionspuffers (Flussrate 3 ml/min) auf 4,0 abgesenkt. Durch die photometrische Online-
Detektion der Verfahrensschritte konnte die Proteinfraktion gezielt aufgefangen und eine
starke Verdiinnung der Wirkstofflosung verhindert werden. Die Weiterverabeitung des Eluats

und Herstellung der Formulierungen ist in Kapitel 11.2.1.3 dieser Arbeit beschrieben.
2.1.2 Umpufferung mittels Ultrafiltration

Fiir Versuche mit Interleukin-2 standen nur sehr geringe Proteinmengen zur Verfiigung. In
diesem Fall wurde zur Umpufferung das Prinzip der Ultrafiltration genutzt, um

Wirkstoffverluste zu reduzieren.

Kernstiick des Ultrafiltrations-Verfahrens ist eine Membran, die kleine Molekile frei
diffundieren lisst, wihrend gréBere Molekiile zuriickgehalten werden. Durch Uberdruck,
Vakuum oder Zentrifugation werden die Hilfsstoffe gemeinsam mit dem Wasser durch die
Membran gepresst, wihrend die Proteinmolekiile im aufkonzentrierten Retentat verbleiben.

Wird das ins Filtrat abgegebene Volumen sukzessiv durch frischen Puffer ersetzt,
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lasst sich die Zusammensetzung der Proteinlosung auf diese Weise verdndern (Abbildung 11.2).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Pufferaustausch mit Hilfe von Ultrafree-MC
Zentrifugationseinheiten (Millipore Corporation, Bedford, USA) unter Verwendung einer 5K
NMWL Membran aus regenerierter Cellulose vorgenommen. Zur Verdiinnung der
aufkonzentrierten Proben wurde der gewiinschte Formulierungspuffer ohne Zusatz

stabilisierender Hilfsstoffe verwendet.

Abbildung I1.2: Prinzip der Ultrafiltration: Wihrend der Zentrifgation passieren die Pufferbestandteile
zusammen mit Wasser die Ultrafiltrationsmembran, die Proteinmolekiile werden dagegen zuriickgehalten.
Zur Durchfiihrung eines Pufferaustausches muss das abzentrifugierte Volumen kontinuierlich durch frischen
Puffer ersetzt werden.

400ul der Proteinlosung wurden durch 30 miniitige Zentrifugation bei 4000 g (Megafuge 1.0,
Kendro, Asheville, USA) auf ein Viertel des Ausgangsvolumens aufkonzentriert und mit
Pufferlosung erneut auf 400ul verdiinnt. Dieser Arbeitsschritt wurde fiir jede Umpufferung
fiinfmal wiederholt, wodurch das Volumen des Puffers fiinfzehnfach groBer war als das

Ausgangsvolumen der Proteinlosung.
2.1.3  Herstellung der Losungen

In einem ersten Arbeitsschritt wurde durch Zusatz von hilfsstofffreiem Formulierungspuffer
die Proteinkonzentration des durch Umpufferung gewonnenen Eluats oder Retentats auf das
zweifache der gewiinschten Endkonzentration eingestellt. Bei Bedarf wurde zugleich der pH-
Wert der Losung durch Zugabe von 0,1 N NaOH- oder KOH-Losung an die erforderliche
Zielvorgabe angepasst. Erst danach wurden die Formulierungen durch Mischen gleicher Teile
der Proteinlosung mit einer Placeboldsung geeigneter Hilfsstoffkonzentration hergestellt. Eine
Ubersicht iiber die Zusammensetzung der im Verlauf dieser Arbeit hergestellten

Proteinldsungen findet sich auf den folgenden Seiten.

Vor der Abfiillung wurden die Losungen unter Laminar Flow mit Hilfe von
Filtrationseinheiten zum Einmalgebrauch (Nalge Nunc Corporation, Rochester, USA) unter

Verwendung einer PES-Membran mit der Porenweite 0,22 pum sterifliltriert.
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Protein Proteinkonz Puffersystem pH-Wert Additiv
Rezepturen Kapitel 111
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 -
hul4.18-IL 2 |1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 -
huKS-IL 2 1 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.0,5.3, -
5.6,6.0
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 10mM
TRIS, 10mM 4.0; 5.0 6.0; Natriumchlorid
K-Phosphat, 10mM 7.0; 8.0 125 mM
hul4.18-IL 2 |1 mg/ml Na- Citrat, 10mM
TRIS, 10mM 4.0; 5.0 6.0; Natriumchlorid
K-Phosphat, 10mM 7.0; 8.0 125 mM
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Natriumchlorid
50, 100, 500 mM
hul4.18-IL 2 |1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Natriumchlorid
50, 100, 500 mM
Rezepturen Kapitel IV
huKS 0.8 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 -
hul4.18 0.8 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 -
Interleukin-2 | 0.2 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 -
huKS 0.8 mg/ml Na- Citrat, 10mM
TRIS, 10mM 4.0; 5.0 6.0 Natriumchlorid
K-Phosphat, 10mM 7.0; 8.0 125 mM
hul4.18 0.8 mg/ml Na- Citrat, 10mM
TRIS, 10mM 4.0;5.06.0; Natriumchlorid
K-Phosphat, 10mM 7.0; 8.0 125 mM
Interleukin-2 | 0.2 mg/ml Na- Citrat, 10mM
TRIS, 10mM 4.0; 6.0; 8.0 Natriumchlorid
K-Phosphat, 10mM 125 mM
Rezepturen Kapitel VI
huKS-IL 2 1 mg/ml Na- Citrat, 10mM
TRIS, 10mM 5.0; 5.3; Natriumchlorid
K-Phosphat, 10mM 5.6; 6.0 125 mM
hul4.18-IL 2 |1 mg/ml Na- Citrat, 10mM
TRIS, 10mM 5.0; 5.3; Natriumchlorid
K-Phosphat, 10mM 5.6; 6.0 125 mM

Tabelle I1.6: Ubersichtstabelle der hergestellten Proteinzubereitungen (1).
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Protein Proteinkonz. | Puffersystem pH Additiv
Rezepturen Kapitel VI (Fortsetzung)

huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 -
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Saccharose

30, 60, 90, 300, 600 mM
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Trehalose

30, 60, 90, 300, 600 mM
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Ectoin

30, 60, 90, 300, 600 mM
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Hydroxyectoin

30, 60, 90, 300, 600 mM
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Isomalt GPM

30, 60, 90, 300, 600 mM
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Raftilose

30, 60, 90, 300, 600 mM
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Raftiline 30 mM
huKS-IL 2 1 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Polysorbat 80

0,001/0,005/0,01/0,05/0,1%
huKS-IL 2 1 mg/ml K-Phosphat, 20mM 6.0 Saccharose

0, 30, 60, 90, 300, 600 mM
huKS-IL 2 2 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Saccharose 60 mM
huKS-IL 2 4 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Saccharose 60 mM
huKS-IL 2 8 mg/ml Na-Citrat, 20mM 6.0 Saccharose 60 mM
huKS-IL 2 2 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.6 Saccharose 300 mM +

Polysorbat 80 0.01%
huKS-IL 2 2 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.6 Trehalose 300 mM +

Polysorbat 80 0.01%
huKS-IL 2 2 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.6 Isomalt 300 mM +

Polysorbat 80 0.01%
huKS-IL 2 2 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.6 Raftilose 300 mM +

Polysorbat 80 0.01%
huKS-IL 2 2 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.6 Arginin 300 mM +

Polysorbat 80 0.01%
huKS-IL 2 2 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.6 Ectoin300 mM +

Polysorbat 80 0.01%
huKS-IL 2 2 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.6 Hydroxyectoin 300 mM +

Polysorbat 80 0.01%
huKS-IL 2 2 mg/ml K-Phosphat, 20mM 5.6 Saccharose 150 mM +

Ectoin 150 mM +
Polysorbat 80 0.01%

Tabelle I1.7: Ubersichtstabelle der hergestellten Proteinzubereitungen (2).
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Protein Proteinkonz Puffersystem pH Additiv und -konz.
Rezepturen Kapitel VI (Fortsetzung)
hul4.18-IL 2 |2 mg/ml K-Phosphat, 20 mM 5.6 Saccharose 300 mM +
Polysorbat 80 0.01%
hul4.18-IL 2 |2 mg/ml K-Phosphat, 20 mM 5.6 Trehalose 300 mM +
Polysorbat 80 0.01%
hul4.18-IL 2 |2 mg/ml K-Phosphat, 20 mM 5.6 Isomalt GPM 300 mM +
Polysorbat 80 0.01%
hul4.18-IL2 |2 mg/ml K-Phosphat, 20 mM 5.6 Hydroxyectoin 300 mM +
Polysorbat 80 0.01%

Tabelle I1.8: Ubersichtstabelle der hergestellten Proteinzubereitungen (3).

2.1.4  Abfiillung von Fliissigformulierungen

Zur Herstellung von Proben fiir Schiittelstressversuche oder Stabilitdtseinlagerungen wurden
die sterilfiltrierten Zubereitungen unter einem Laminar-Air-Flow in 6R-Glasvials abgefiillt,
umgehend mit Injektionsstopfen verschlossen und verbérdelt. Ublicherweise wurden jeweils
2,5 ml der Losungen pro Vial verfiillt, im Fall der nonisothermen Stabilitdtsuntersuchungen
betrug das Fiillvolumen 8,0 ml. Alle produktberiihrenden Packmaterialien wurden vor der
Verwendung partikelfrei gespiilt und mit gesattigtem, gespanntem Wasserdampf bei 121°C fiir
20 Minuten sterilisiert (Autoklav 3850 ELV, Systec GmbH, Wettenberg).

Zur Durchfiihrung von Frier-Tau-Versuchen wurden die sterilfiltrierten Proteinlosungen in
partikelfreie Reaktionsgefdle (Biopur Safe-Lock, Eppendorf AG, Hamburg) aliquotiert

(Fillvolumen 2,0 ml).
2.1.5 Herstellung von Lyophilisaten

Die Gefriertrocknung der Losungen wurde in der vorliegenden Arbeit an einer Anlage des
Typs Com. 6011 der Fa. Hof Sonderanlagenbau GmbH, Lohra vorgenommen. Eine Ubersicht

iiber die verwendeten Einfrier- und Trocknungsparameter ist in Tabelle 11.9 zusammengestellt.

Zur Herstellung der Lyophilisate wurden jeweils 2,0 ml der sterilfiltrierten Losungen unter
einem Laminar-Air-Flow in 6R-Glasvials abgefiillt und mit Gefriertrocknungsstopfen

verschlossen.

Die Beladung der Stellplatten erfolgte bei Raumtemperatur. Das Einfrieren der Losungen

wurde mit einer Kiihlrate von 1 K/Min bis auf -45 °C durchgefiihrt. Die Endtemperatur wurde
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zwel Stunden lang aufrechterhalten, um ein vollstindiges Durchfrieren der Proben zu
gewihrleisten.Die Haupttrocknung der Proben erfolgte iiber einen Zeitraum von 33 Stunden
bei -10°C und 0,08mbar. Die Nachtrocknung fand in zwei Schritten bei 25°C und 0,08mbar
beziehungsweise 15°C und 0,00Imbar statt. Nach Beendigung des Programms wurden die
Vials automatisch durch Herabfahren der Stellplatten verschlossen und unmittelbar nach der

Entnahme aus der Gefriertrocknungsanlage verbordelt.

Programmschritt Zeit (h) Plattentemperatur (°C) Druck (mbar)
Einfrieren 00:15 -45 1000
02:00 -45 1000
Haupttrocknung 33:00 -10 0,08
Nachtrocknung 03:00 25 0,08
09:00 15 0,001

Tabelle I1.9: Einfrier- und Trocknungsparameter zur Herstellung von Protein- und Placebolyophilisaten.

2.2 Durchfiihrung von Stresstests
2.2.1 Frier-Tau-Stress

Die Durchfiihrung von Frier-Tau-Versuchen erfolgte an einem Einfriersystem Planer Kryo 10
Series III der Fa. Messer Griesheim, Krefeld (Abbildung II.3) unter Verwendung von

flissigem Stickstoff. Dieses Vorgehen ermoglichte ein kontrolliertes Einfrieren der

Probelosungen mit definierter Kiihlrate.

Abbildung 11.3: Einfriergerdt Planer Kryo 10 Series III zur Durchfiihrung von Frier-Tau-Studien.
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Die Temperatur im Probenraum wurde in der Regel mit einer Abkiihlgeschwindigkeit von
1 K/Min bis auf -45°C erniedrigt und zwei Stunden lang bei dieser Endtemperatur belassen,
um ein vollstindiges Durchfrieren der Ldsungen sicherzustellen. Um den Einfluss der
Einfriergeschwindigkeit auf die Proteinstabilitit zu tiberpriifen, wurde in einer Versuchsreihe

die Kiihlrate auf -30 K/Min erhdht, sonstige Einfrierparameter wurden beibehalten.

Das Auftauen der Losungen erfolgte bei Raumtemperatur. Zur Erh6éhung der
Stressbedingungen wurde der Frier-Tau-Vorgang insgesamt viermal wiederholt. In
Abhéngigkeit vom Versuchsauftbau wurden zwei Proben fiir die Analytik entweder nach jedem

einzelnen Frier-Tau-Zyklus oder nach Abschluss aller vier Zyklen entnommen.

2.2.2 Schiittelstress

Um eine mechanische Belastung der Proteinlosungen zu simulieren, wurden die Proben bei
Raumtemperatur iiber mehrere Tage auf einem Laborschiittler des Typs IKA HS 501 (IKA
Werke GmbH & Co. KG, Staufen) mit einer Frequenz von 150 apm horizontal geschiittelt
(Abbildung I11.4). In der Regel wurden je zwei Proben einer Formulierung nach 0, 24, 48 und
72 Stunden fiir Analysen entnommen. Zu Vergleichszwecken wurden auflerdem zwei Vials

ohne mechanische Belastung bei Raumtemperatur aufbewahrt und nach einer Standzeit von 72

Stunden analysiert.

Abbildung I1.4: Laborschiittler IKA HS 501 digital zur Durchfiihrung von Schiittelstress-Studien.

2.23 Stabilititseinlagerungen

Zur Untersuchung der Lagerstabilitdt wurden die Zubereitungen kurzzeitigen Belastungstests
bei verschiedenen Temperaturen ausgesetzt. Die Einlagerung der Proben erfolgte bei 4°C
(Kiihlschrank Glass-Line, Liebherr AG, Bulle, Schweiz) sowie in zwei temperierten Klima-

schrinken (Heraeus Holding GmbH, Hanau) bei 25°C bzw. 40°C und normaler Raumfeuchte.
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Angaben zur genauen Dauer der Stabilititseinlagerungen bzw. den Zeitpunkten der

Probenahme finden sich jeweils bei der Beschreibung der Versuchsergebnisse.
2.24  Isothermer Temperaturstress

Zur Ermittlung des Abbauverhaltens der Immunzytokine unter isothermen Bedingungen
wurden die in Glasvials abgefiillten Proteinlosungen bei 30°C, 40°C und 50°C in
Klimaschrianke (Heraeus Holding GmbH, Hanau) eingelagert. Da keine Erfahrungswerte zur
Geschwindigkeit der Abbaureaktionen vorlagen, erfolgte die Entnahme von Analysenmuster
zundchst in engen Zeitabstinden (Tag 0, 1, 3, 7), im weiteren Versuchsverlauf in gréferen
Intervallen (Tag 14, 28, 42, 56). Fiir alle Zeit- bzw. Temperaturpunkte wurden jeweils zwei

Vials einer Formulierung untersucht und der Mittelwert der Ergebnisse errechnet.
2.2.5 Nonisothermer Temperaturstress

Die Durchfithrung von nonisothermen Stesstests erfolgte mit Hilfe eines Aluminium-
Blockthermostaten (Gebr. Liebisch GmbH & Co., Bielefeld) unter Verwendung eines
Programmreglers LC 6 von Julabo (Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach). Der
Temperaturverlauf beim Autheizen wurde durch einen PT 100 Temperaturfiihler, angebracht

in einem placebogefiillten Vial, kontrolliert und bei jeder Probenahme protokolliert.

Jeweils zwei Vials einer Formulierung wurden in den Blockthermostaten eingebracht und nach
einer 30 miniitigen Vortemperierung bei 35°C {iber einen Zeitraum von 60 Stunden linear von
35°C auf 60°C erhitzt. In regelmdBigen Abstinden wurden mit einer Einmalspritze 0,5 ml

Probeldsung aus jedem Vial fiir analytische Zwecke entnommen.

Abbildung I1.5: Blockthermostat zur Durchfiihrung nonisothermer Stabilitdtsstudien. Im Rahmen dieser Arbeit

wurde ein Warmeblock eingesetzt, dessen Bohrungen dem Durchmesser von 6R-Vials entsprachen.
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23 Analytische Charakterisierung der Proteinwirkstoffe
2.3.1 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehaltes wurde photometrisch durch Messung der Extinktion bei
280 nm durchgefiihrt. Bei dieser Wellenlénge zeigen Proteine eine ausgeprigte Absorption, die
auf die aromatischen Aminosiuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin zuriickzufiihren ist
und sich proportional zur Proteinkonzentration verhidlt. Auf Grundlage des Lambert-
Beer’schen Gesetzes ldsst sich bei bekanntem Absorptionskoeffizienten die Konzentration
einer Proteinlosung wie folgt bestimmen:

Ay X F

Konzentration [mg/ml] =
exd

Gleichung I1.1

Dabei ist Ajg die Absorption der Probe bei 280 nm, F der Verdiinnungsfaktor der Probe, € der
spezifische Absorptionskoeffizient des Proteins bei 280 nm und d die Schichtdicke der
Quarzkiivette in cm. Fir die Immunzytokine betragen die  spezifischen
Absorptionskoeffizienten € = 1,41 (huKS-IL 2) bzw. € = 1,21 (hul4.18-IL 2), fiir die
Antikorper € = 1,49 (huKS) bzw. € = 1,28 (hul4.18) und fiir IL-2 € = 0,88.

Die Gehaltsbestimmungen erfolgten an einem Ultraspec 1000 Photometer (Amersham
Biosciences Corporation, Piscataway, USA) unter Verwendung von Halbmikro-Kiivetten mit
einer Schichtdicke von 10,00 mm (BRAND GMBH + CO KG, Wertheim). Die proteinhaltigen
Proben wurden in Abhingigkeit von der erwarteten Konzentration unverdiinnt untersucht oder
mit Placebolosung soweit verdiinnt, dass eine Messung im Extinktionsbereich 0,2 bis 0,8
moglich war. Fiir Referenzmessungen wurden die korrespondierenden Placebolosungen

eingesetzt.
2.3.2 Gelelektrophorese

Mit Hilfe der SDS-PAGE-Gelelektrophorese sollte die Zusammensetzung einer Probe
hinsichtlich Proteinmonomer, reduzierbaren Aggregaten und Fragmenten ermittelt werden. Bei
diesem Verfahren werden die Proteine in einer Polyacrylamid-Gel-Matrix elektrophoretisch,
d.h. durch Wanderung im elektrischen Feld, getrennt. Der Zusatz des stark negativ geladenen
Natriumdodecylsulfats (SDS) zu den Proben denaturiert das Protein und nivelliert dessen
Eigenladung. Die Trennung der Proteinfraktionen erfolgt daher ausschlielich anhand ihrer
Molekulargewichte, da kleine Analyten schneller durch die Poren des Gels wandern kdnnen als

grof3e [Lottspeich und Zorbas 1998].
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Zur Durchfiihrung einer SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen wurden die
Proteinproben zunéchst mit SDS haltigem Puffer versetzt und fiir zwei Minuten auf 88°C
erhitzt, um Sekundir- und Tertidrstrukturelemente aufzulésen. Einem Teil der Proben wurde
auBerdem zur Reduktion der Disulfidbriicken Dithiotreitol  beigemischt. Ein
Molekulargewichtsmarker (Mark 12 Wide Range Protein Standard, Novex, San Diego, USA)
und der Arbeitsstandard (huKS-IL 2, hul4.18-IL 2) wurden auf analoge Weise vorbehandelt.

Reduzierte und nicht reduzierte Proben wurden auf zwei separaten 4-20 % Tris-Glycine Gelen
(Novex, San Diego, USA) aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 125 V
und 30 mA mit Hilfe einer Fokussierkammer Xcell Mini-Cell und unter Verwendung von Tris-
Glycine-SDS-Laufpuffer (alle Novex, San Diego, USA). Durch Anfirben mit Coomassie
Brilliantblau (VWR International, Bruchsal) wurden die Proteinbanden sichtbar gemacht. Nach
20 miniitigem Einlegen in Konservierungslosung (Novex, San Diego, USA) wurden die Gele

schlieBlich iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.
2.3.3  GrofBlenausschlusschromatographie

Mittels GroBenausschlusschromatographie wurde der Gehalt an Proteinmonomer, 16slichen
Aggregaten und Zersetzungsprodukten in einer Probe quantifiziert. Grundlage des
Analysenprinzips ist das in Abhéngigkeit von der Molekiilgrosse unterschiedliche
Eindringvermdgen der Probenbestandteile in ein pordses Gel. Kleine Molekiile werden bei der
chromatographischen Auftrennung stirker retardiert als grofle, die von der Penetration in die

Poren ausgeschlossen sind [Holthuis und Driebergen 1995].

Die Untersuchungen wurden an einem Chromatographiedatensystem von Merck-Hitachi
(VWR International, Bruchsal), bestehend aus zwei Pumpen (Modelle L6250 und L 6000),
automatischem Probengeber (Modell AS 4000) und UV-Vis-Detektor (Modell L 4250)
durchgefiihrt. Die Steuerung der Module und Auswertung der Daten wurde mit Hilfe der
Software D 7000 HSM (VWR International, Bruchsal) vorgenommen.

Die Auftrennung der Immunzytokin und Antikorper haltigen Proben wurde bei einer Flussrate
von 0,6 ml/min oder 1,2 ml/min in einem Phosphatpuffer pH 6,8 unter Zusatz von 400 mmol
Natriumperchlorat durchgefiihrt. Als Trennsédule diente eine TSK-Gel G 3000 SWXL (Tosoh
Biosep GmbH, Stuttgart). Bei Untersuchungen an Interleukin-2 haltigen Proben wurde als
Trennmedium eine Séule TSK-Gel G3000 SW (Tosoh Biosep GmbH, Stuttgart) verwendet, als
FlieBmittel diente 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 4,5 bei einer Flussrate von 1,2 ml/min.
Die Detektion der getrennten Bestandteile erfolgte photometrisch bei 214 nm. Von den

Analysenproben wurden jeweils 30 pl zweifach in das System injiziert. Zur Kontrolle der
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chromatographischen Trennung kam bei jedem Lauf ein Gelfiltrationsstandard (Bio-Rad,

Hercules, USA) sowie ein Arbeitsstandard (huKS-IL 2 oder hul4.18-IL 2) zum Einsatz.

Abbildung I1.6 zeigt zwei typische Chromatogramme der beiden Immunzytokine. In den
unbelasteten Proben liefen sich jeweils drei Signale im Elutionsbereich von 4-7 min auf
huKS-IL 2 bzw. hul4.18-IL 2 zuriickfiihren. Durch einmalige Untersuchung mittels
Mehrwinkellichtstreuung (MALLS) in Kombination mit UV-Detektion (A = 214 nm) wurden
die drei Fraktionen als Monomer (ca. 180 kD), Dimer (ca. 360 kD) und héhermolekulare

Multimere mit einer molaren Masse von 2600 kD identifiziert [Fraunhofer 2002].
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Abbildung 11.6: Typisches SE-HPLC Chromatogramm fiir huKS-IL 2 (oben) und hul4.18-IL 2 (unten) im
Elutionsbereich 3-13 Min. Dargestellt sind die Chromatogramme der Arbeitsstandards (Proteinkonz. 1mg/ml).

In den Chromatogrammen gestresster Proben war sowohl eine Zunahme der Dimer- oder
Aggregatfraktionen festzustellen, als auch ein erheblicher Riickgang der Gesamtpeakfldchen,
was durch die Entstehung grofBler, meist unldslicher Aggregatformen erklart wurde. Als
Bezugswert flir die Auswertung der Analysen dienten daher die ungestressten Losungen

unmittelbar nach Herstellung.
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2.34 Umkehrphasenchromatographie

Mittels Umkehrphasenchromatographie wurde die chemische Reinheit der Proteinldsungen
beurteilt. Bei diesem Analysenverfahren findet eine hydrophobe Wechselwirkung der Proben-
bestandteile mit der unpolaren stationdren Phase im polaren, wésserigen Losungsmittel statt
[Holthuis und Driebergen 1995]. Die Elution wird mit Hilfe eines zunehmend unpolaren
Losungsmittelgradienten durchgefiihrt, der mit den adsorbierten Molekiilen um die Bindungs-
stelle konkurriert. Die Trennung der Probenkomponenten erfolgt aufgrund unterschiedlich

starker hydrophober Wechselwirkungen mit der mobilen oder stationéren Phase.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Untersuchungen an einem Chromatographie-
datensystem der Firma Waters, bestehend aus einem Trennmodul Alliance 2690 XE und einem
UV-Detektor 2487, vorgenommen (Waters Corporation, Milford, USA). Zur Steuerung der
Module und Auswertung der Daten diente die Software HP 1000 (Agilent Technologies, Palo
Alto, USA). Als stationire Phase wurde eine Jupiter C4 5p 300A Séule (Phenomenex Inc.,
Torrance, USA) verwendet. Die Gradientenelution wurde durch Zumischen steigender Anteile
einer unpolaren FlieBmittelkomponente (0,0425% TFA in Acetonitril) zur wissrigen Phase
(0,05% TFA in Wasser) erreicht. Die Detektion der aufgetrennten Bestandteile erfolgte
photometrisch bei 214 nm. Zur Probenaufbereitung wurden die Testlosungen zunichst mit
Guanidinium/TRIS-Puffer und DTT versetzt und fiir 30 Minuten bei 55°C inkubiert, um das
Proteinmaterial zu denaturieren und eine Reduktion der Disulfidbriicken zu erreichen. Die
abgekiihlten Proben wurden mit einem 1%igen TFA/Wasser-Gemisch verdiinnt und jeweils
50ul zweifach injiziert. Zur Auswertung der Ergebnisse wurde jder prozentuale Anteil der

Einzelfraktionen an der Gesamtflache aller Fraktionen ohne Hilfsstoff-Peaks bestimmt.

Hilfsstoffe

e

Leichte Kette Schwere Kette + IL-2

= =

0 10 20 30 40
Retentionszeit (Minuten)

Abbildung I1.7: Typisches RP-HPLC Chromatogramm fiir huKS-IL 2. Dargestellt ist ein Chromatogramm des
Arbeitsstandards (Proteinkonzentration 1mg/ml).
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Abbildung I1.8: Typisches RP-HPLC Chromatogramm fiir hul4.18-IL 2. Dargestellt ist ein Chromatogramm
des Arbeitsstandards (Proteinkonzentration 1mg/ml).

Die Abbildungen I1.7 (huKS-IL 2) und I1.8 (hul4.18-IL 2) zeigen zwei typische RP-HPLC-
Diagramme der Immunzytokine. Die ungestressten Proben wiesen jeweils zwei Hauptsignale
bei Retentionszeiten um 13 Minuten bzw. um 27 Minuten auf, die der leichten Kette des
Antikorpers bzw. der schweren Kette inklusive Interleukin-2 Rest zuzuordnen waren. Aufgrund
geringer Unterschiede in der Hydrophilie der Molekiile eluierten die Fraktionen von

hul4.18-1L 2 etwa 0,5 Minuten frither von der Séule als bei huKS-IL 2.

2.3.5 Ionenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie wurde zur Beurteilung von Ladungsheterogenititen einer
Probe eingesetzt. Grundlage des Verfahrens ist die Bindung geladener Analyten an eine
entgegengesetzt geladene Sdulenmatrix [Lottspeich und Zorbas 1998]. Die Auftrennung der
Probenbestandteile gelingt durch eine graduelle Verdnderung der Salzkonzentration im
Elutionsmittel. Wenig geladene Teilchen werden bereits bei einer niedrigeren lonenstdrke von

der Saule verdringt als hochgeladene Molekiile.

Zur Durchfiihrung der Analysen diente eine HPLC-Anlage der Firma Merck-Hitachi (VWR
International, Bruchsal), bestehend aus zwei Pumpen (Modelle L6250 und L 6000),
automatischem Probengeber (Modell AS 4000), UV/Vis-Detektor (Modell L 4250) und
Saulenofen (Modell L 7350). Die Steuerung der Module und Auswertung der Daten erfolgte
mit der Software D 7000 HSM von Merck-Hitachi.

Die Auftrennung der Proben wurde durch Gradientenelution bei einer Flussrate von 1,0 ml/min
unter Verwendung einer Kationenaustauschsdule ProPac WCX-10, 4.0 x 250 mm (Dionex

Corporation, Sunnyvale, USA) bei 30°C durchgefiihrt. Der FlieBmittelgradient wurde durch
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Zumischen steigender Natriumchlorid-Anteile zu einem 10 mmol Natriumphosphatpuffer-
System (pH 6,8) eingestellt. Die Detektion der getrennten Bestandteile erfolgte photometrisch
bei 214nm. Zur Entfernung unldslicher Partikel wurden alle Proben zundchst 5 Minuten bei
3000 UPM zentrifugiert und von dem entnommenen Uberstand 50ul zweifach injiziert. Bei der
Auswertung der Ergebnisse wurde jeweils der prozentuale Anteil der Einzelfraktionen an der

Gesamtflache aller Fraktionen ohne Hilfsstoff-Peaks bestimmt.

Zwei typische IEC-Diagramme von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 sind in Abbildung II1.9
dargestellt. Die ungestressten Proben wiesen jeweils ein Hauptsignal bei einer Retentionszeit
um 16 Minuten (huKS-IL 2) bzw. um 20 Minuten (hul4.18-IL 2) auf. Die léngere
Retentionszeit von hul4.18-IL 2 diirfte im hoheren pI-Wert dieses Molekiils begriindet sein,
welcher zu einer positiveren Gesamtladung dieses Molekiils bei pH 6,8 flihrte. Im Fall von
huKS-IL 2 lieBen sich von dem Hauptpeak drei kleinere Signale chromatographisch abtrennen,

fiir hul4.18-IL 2 wurde dartiber hinaus noch eine weitere Fraktion detektiert.
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Abbildung I1.9: Typisches IEC-Chromatogramm fiir huKS-IL 2 (oben) und hul4.18-IL 2 (unten). Dargestellt
sind die Chromatogramme der Arbeitsstandards (Proteinkonzentration Img/ml).
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2.3.6 Lichtblockade-Messung

Das Prinzip der Lichtblockade-Messung wurde zur qualitativen und quantitativen Erfassung
partikuldrer Verunreinigungen eingesetzt. Dabei sollten insbesondere die Entstehung
subvisibler Proteinaggregate infolge von stressinduzierten Instabilititsreaktionen nachgewiesen

werden.

. Messzelle
o /(J)
( ( > ‘o

/ o \
Laserlicht- Photodiode
quelle

Abbildung I1.10: Prinzip der Lichtblockade-Messung: In der Messzelle vorhandene Partikel schwdchen die
Intensitit des von der Laserlichtquelle ausgehenden Lichtstrahls ab und generieren ein Signal an der
Photodiode.

Bei der Lichtblockade-Messung wird die Proteinlosung mit konstanter Geschwindigkeit durch
eine Messzelle gesaugt. Die Quantifizierung der Teilchen erfolgt mit Hilfe eines die Messzelle
durchdringenden Laserstrahls und einer hoch empfindlichen Photodiode. Passiert ein Partikel
den Laserstrahl, wird an der Photodiode ein Intensititsverlust des eingestrahlten Lichts
verzeichnet und in einen elektrischen Impuls umgesetzt. Da die Stirke des Signals abhéngig
von der projizierten Fliche des Partikels ist, werden in der Losung vorhandene Teilchen
zweidimensional registriert, wobei die Grofe eines erfassten Partikels als dessen

flichengleicher Durchmesser angegeben wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Durchfiihrung von Lichtblockade-Messungen das
Partikelmessgerit PAMAS SVSS-C (PAMAS Partikelmess- und Analysesystem GmbH,
Rutesheim) verwendet, das sich zur Vermeidung von Partikeleintrag aus der Umgebung unter
einer Laminar-Flow-Box befand. Die Untersuchungen erfolgten gemif3 einer modifizierten
Form der Monographie 788 des USP. Vor Beginn einer Versuchsreihe sowie nach je fiinf
Analysen wurde zur Durchfithrung eines Environment Test eine Messung an drei Proben
partikelfreien Wassers (Messvolumen 5ml) vorgenommen. Das erste Messergebnis wurde
verworfen. Vorraussetzung fiir die Freigabe des Systems war eine Anzahl von < 10 Partikeln

mit einem Durchmesser von > 10pum und < 2 Partikeln mit einem Durchmesser von> 25um in
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10ml der Blindlésung. Zur Durchfiihrung der Partikelmessungen in Proteinproben wurden die
bei Raumklima temperierten Losungen vorsichtig umgeschwenkt, um vorhandene Teilchen
gleichmiBig zu verteilen. Jeweils 300pul der Proteinldsungen wurden mit 1200ul partikelfreiem
Wasser verdiinnt. Diese Probelosungen wurden mit einer Fiill- und Leerrate von 10 ml/min
durch die Messzelle gesaugt. Zum Vorspiilen der Zelle wurde ein Vorlaufvolumen von 0,3ml
eingestellt, die Partikelbestimmung wurde mit dreimal 0,3ml Messvolumen durchgefiihrt. Die
Analysenergebnisse repriasentieren den Mittelwert der drei Einzelmessungen unter Bertick-
sichtigung des Verdiinnungsfaktors. Die in dieser Arbeit angegebenen Partikelzahlen sind auf
ein Volumen von 1,0ml Proteinlésung bezogen, wobei jeweils die Anzahl der Teilchen mit

einem Durchmesser > 2pum, > 10pum und > 25um in kumulativer Darstellung vermerkt ist.
2.3.7  Visuelle Inspektion

Neben der automatisierten Uberpriifung der Proteinldsungen auf Partikel im subvisiblen
Bereich wurde eine visuelle Inspektion der Proben auf sichtbare Teilchen entsprechend der

Monographie 2.9.20 des Européischen Arzneibuchs durchgefiihrt.

Die Probeldsungen wurden zunéchst vorsichtig umgeschwenkt, um eine Partikelsedimentation
zu verhindern. Unter Verwendung einer WeiBlichtquelle (KL 1500 electronic, Schott Werke,
Mainz) wurden die Losungen und rekonstituierten Lyophilisate einzeln gegen einen schwarzen
und weilen Hintergrund betrachtet. Ein mit dem gleichen Volumen partikelfreien Wassers

befiilltes Glasvial diente als Referenzprobe.
2.3.8 Fouriertransform-Infrarotspektroskopie

Die FTIR-Spektroskopie wurde zur Bestimmung der Sekundérstruktur der Proteinproben
eingesetzt. Das allgemeine Prinzip dieses Analysenverfahrens wurde bereits in Kapitel I
erlautert. In der vorliegenden Arbeit wurden die FTIR-Untersuchungen nicht im
Transmissionsmodus aufgezeichnet, sondern beruhten auf dem Prinzip der abgeschwichten
Totalreflexion (ATR = attenuated total reflexion). Bei dieser Messtechnik wird die Probe auf
die Oberfliche eines optisch transparenten Kristalls mit hohem Brechungsindex aufgebracht.
IR-Strahlung, die in geeignetem Winkel in den Kristall einféllt, wird innerhalb dieses Mediums
totalreflektiert, tritt aber in Form einer exponentiell abklingenden Welle mit begrenzter
Eindringtiefe auch in die Proteinldsung ein (Abbildung II.11). In der Probe kommt es zu einer
selektiven Absorption der Strahlungsenergie, wodurch sich Intensitét des reflektierten Lichtes
verringert. Die Wechselwirkung der IR-Strahlung mit den Proteinmolekiilen schldgt sich somit
ebenso wie bei der Transmissionsmessung in einer Verdnderung des detektierten Spektrums

nieder.
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Probe
N
ATR Kristall AN
Germanium IR-Strahl
Detektor Zinkselenid

Abbildung II.11: Links: BioATRII®-Messzelle zur Durchfiihrung der FTIR-Messungen. Rechts: Prinzip der
abgeschwichten Totalreflexion (ATR).

Die in dieser Arbeit dargestellten Infrarotanalysen wurden an einem Spektrometer Tensor 27
(Bruker Optik GmbH, Ettlingen) durchgefiihrt. Die Steuerung des Gerites und Auswertung der
Daten wurde {iiber die ProteinDynamics-Software fiir Opus 4.2 (Bruker Optik GmbH,
Ettlingen) vorgenommen. Da die Genauigkeit des Messergebnisses stark von der identischen
Zusammensetzung von Proben- und Vergleichspuffer abhing, wurde fiir die IR-
Untersuchungen die Referenzlosung aus den Proteinrezepturen durch Ultrafiltration
zuriickgewonnen. Dazu wurden je 400ul Proteinlésung in eine Ultrafree-MC
Zentrifugationseinheit (Millipore Corporation, Bedford, USA) gegeben und fiir 20 Minuten bei
5000 g in einer Megafuge 1.0 (Kendro, Asheville, USA) zentrifugiert. Das gewonnene Filtrat
wurde als Referenzpuffer verwendet. Die Messung der Protein- und Referenzproben erfolgte in
einer BioATRII®-Messzelle (Harrick Scientific Corporation, Ossining, USA), angeschlossen
an einen Umlaufthermostaten DC30-K20 (Thermo Haake GmbH, Karlsruhe).

Pro Messung wurden 15ul Probenvolumen verwendet. Die Spektren wurden entweder bei
konstanter Temperatur oder im Verlauf eines linearen Temperaturgradienten gemessen. Im
ersten Fall wurde bei 25°C im Einstrahl-Modus ein Interferogramm mit 128 Scans und einer
spektralen Auflosung von 4cm™ aufgezeichnet. Um thermisch induzierte Entfaltungsvorginge
der Proteine zu untersuchen, wurde die Temperatur der Messzelle im Bereich von 30-90°C
kontinuierlich erhdht und nach jeweils 2K ein Spektrum ermittelt. Die Equilibrierzeit vor jeder
Aufzeichnung betrug 130 Sekunden. Sonstige Mess- und Auswerteparameter entsprachen den
Untersuchungen bei 25°C. Die Vergleichsspektren der Pufferlosungen wurden unter jeweils
identischen Bedingungen aufgenommen und durch die ProteinDynamics-Software automatisch

von den Probenspektren subtrahiert. Nach Offsetnormierung im Bereich der Amid-I-Bande
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wurde die zweite Ableitung der Proteinspektren (13 Glittungspunkte) errechnet und zur

Beurteilung struktureller Verdnderungen herangezogen.

Im nativen Spektrum der Immunzytokine fielen fiinf charakteristische Signale auf, deren
Positionen Riickschliisse auf die Anordnung der Sekundirstruktur zulieBen [Krimm und
Bandekar 1986, Cooper und Knutson 1995, Costantino et al. 1997]. Verdnderungen in der
Intensitit und Lage dieser Bande waren ein Indikator fiir Entfaltungsvorgiinge. Eine Ubersicht
der typischen Markerbanden in Spektren von nativen oder entfalteten Immunzytokinen ist in

Abbildung II.12 gegeben.

% Strukturelement Wellenzahl
; intramolekulares B3-Faltblatt 1637cm™
1689cm™
; § intermolekulares B3-Faltblatt 1623cm™
1694cm™
a-Helix-Struktur 1653cm’
; | Turn-Struktur 1668cm’™

T T T T
1700 1680 1660 1640 1620 1600

Wavenumber cm-1

Abbildung I1.12: Links: Zweite Ableitung eines FTIR-Spektrums von nativem huKS-IL 2 mit den fiinf typischen

Markerbanden. Rechts: Bandenzuordnungen zur Interpretation von Sekunddrstrukturmerkmalen.

2.3.9 Mikrokalorimetrie

Mit Hilfe der Mikrokalorimetrie lassen sich Aussagen zur thermodynamischen Stabilitdt der
Proteine treffen. Das Messprinzip der Mikrokalorimetrie basiert auf der Tatsache, dass die
Konformationsdnderung eines Proteins eine endotherme Reaktion darstellt. Der
Entfaltungsvorgang ist mit der Aufnahme von Wiarmeenergie verbunden. Diese ldsst sich durch
Messung der Wirmestromdifferenz zwischen der Proteinlosung und einem Referenzpuffer bei
linearem Aufheizen beider Proben ermitteln [Remmele und Gombotz 2000]. Aus der
aufgezeichneten Messkurve kann die Enthalpiesinderung (AH) und die Ubergangstemperatur
(Ty) der Proteinentfaltung bestimmt werden. Die Signale, die durch die Enthalpiednderung bei
der Proteinentfaltung entstehen, sind allerdings nur sehr gering und mit herkdémmlichen DSC-
Geriten (vgl. Kapitel 11.2.4.2) nicht detektierbar. Vielmehr ist der Einsatz spezieller
Mikrokalorimeter mit besonders hoher Empfindlichkeit erforderlich.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen an einem nanoDSCIII Kalorimeter der
Firma Calorimetry Science Corporation, Utah, USA durchgefiihrt. Etwa 1ml Probeldsung

wurde in die Messkapillare eingefiillt und anschlieBend im Temperaturbereich von 25-95°C
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mit einer Heizrate von 2 K/Min vermessen. Um eine mdglichst identische Zusammensetzung
von Proben- und Vergleichspuffer zu gewéhrleisten, wurde wie fiir die FTIR-Analytik

beschrieben die Referenzlosung durch Ultrafiltration der Proben zuriickgewonnen.

24 Physikalisch-chemische Charakterisierung der Zubereitungen

2.4.1 Karl Fischer-Coulometrie

Zur Ermittlung der Restfeuchte in Lyophilisaten wurde die coulometrische Karl-Fischer
Titration an einem KF Coulometer 756 (Metrohm GmbH & Co, Filderstadt) durchgefiihrt. Fiir
die Messungen wurde der vollstindige Inhalt eines Vials auf einem Wigeschiffchen exakt
gewogen und in den Titrator eingebracht. In der Regel wurde die Restfeuchtebestimmung an je
zwei Vials einer Formulierung vorgenommen. Um einer Verfilschung der Messwerte
vorzubeugen, musste ein Feuchtigkeitseintrag aus der Umgebungsluft in die duBerst
hygroskopischen Proben verhindert werden. Alle Arbeitsschritte wurden daher in einer
luftdichten Glovebox (Mecaplex, Grenchen, Schweiz) durchgefiihrt, in der durch bestindige
Flutung mit Stickstoff eine sehr trockene Atmosphére (10-15% r.H.) erzeugt wurde.

2.4.2 Dynamische Differenzkalorimetrie

Zur thermoanalytischen Charakterisierung von Losungen oder getrockneten Proben wurden
Untersuchungen mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie (DDK oder DSC, Differential
Scanning Calorimetry) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird die Differenz der Warmestrome
zwischen einem Proben- und einem Referenztiegel bei linearem Autheizen oder Kiihlen
ermittelt. Der gemessene Wirmestrom wird als Funktion der Temperatur oder der Zeit

aufgetragen [DIN 51007, Burger 1982].

In dieser Arbeit wurden die thermoanalytischen Bestimmungen an einem Gerédt des Typs DSC
821e der Fa. Mettler-Toledo (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Schweiz) durchgefiihrt. Zur
Auswertung der Messkurven diente die zugehorige STARe Software. Sdmtliche Proben
wurden in ungelochten Aluminiumtiegeln vermessen. Die Untersuchung der Losungen
erfolgten in einem Temperaturbereich von —60°C bis —10°C mit einer Heizrate von 5 K/Min
und einer Kiihlrate von 10 K/Min, wobei jeweils zwei Temperaturzyklen in Folge durchgefiihrt
wurden. Feste Proben wurden iiblicherweise in einem Temperaturbereich von 20°C bis 120°C
untersucht, die Heiz- und Kiihlrate betrug dabei 10 K/Min. Auch bei den Feststoffmessungen
wurden jeweils zwei Temperaturzyklen hintereinander durchlaufen. Als Referenz wurde bei
allen Analysen ein leerer Aluminiumtiegel verwendet. Die Probenvorbereitung der

Lyophilisate wurde in einer trockenen Stickstoffatmosphire (10-15% r.H.) vorgenommen, um
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eine Erhohung der Restfeuchte durch die Luftfeuchtigkeit und die damit verbundene
Verfdlschung  der  Messwerte zu  vermeiden.  Zur  Charakterisierung  der
Glasiibergangstemperatur wurde die Onset-Temperatur herangezogen. Sie ergibt sich aus dem
Schnittpunkt der Tangente an die Enthalpiekurve der Glasphase und der Tangente an die
ansteigende Kurve. Bei der Auswertung wurde die zweite Aufheizkurve beriicksichtigt, wobei

die angegebenen Messwerte den Mittelwert aus zwei Einzelbestimmungen reprisentieren.
243 Weitwinkelrontgendiffraktometrie

Mit Hilfe der Rontgendiffraktometrie wurde die Morphologie von Lyophilisaten bestimmt. Die
Unterscheidung amorpher und kristalliner Strukturen beruht dabei auf der Tatsache, dass das
eingestrahlte monochromatische Rontgenlicht an einem Kristallgitter entsprechend dem
Braggschen Reflexionsgesetz gebeugt wird [Cantor und Schimmel 1980]. Die entstehenden
typischen Interferenzmuster deuten nicht nur auf die Anwesenheit kristalliner Anteile in einer

Probe hin, sondern erlauben auch Riickschliisse auf deren Kristallstruktur.

Alle Untersuchungen erfolgten an einem Diffraktometer des Typs D 5000 der Firma Bruker
AXS, Karlsruhe unter Verwendung der Software Diffrac Plus und Eva Application (beide
Bruker AXS, Karlsruhe). Zur Durchfiihrung der Messungen wurde mit Cu-K,-Strahlung
(A = 1,54056 A) gearbeitet, zu deren Erzeugung die Rontgenrdhre mit einer Spannung von
30kV und einer Stromstirke von 40mA betrieben wurde. Die Proben wurden in einem

Winkelbereich von 3-65° mit einer Schrittweite von 0,05° (20, Messdauer je 1,4s) untersucht.
2.4.4  pH-Shift Messungen

Die Bestimmung der pH-Wert Verschiebung wihrend des Einfriervorgangs wurde an einem
pH-Meter Knick 766 Calimatic (Knick Elektronische Messgeriate GmbH Co. KG, Berlin) unter
Verwendung einer InLab 428 Eletrode (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Schweiz) und eines
PT-100 Temperaturfiihlers zur automatischen Temperaturkompensation vorgenommen. Die

Kalibrierung der Elektrode erfolgte bei drei verschiedenen pH-Werten (4,0, 7,0 und 10,0).

Zur Versuchsdurchfithrung wurden die Proben in 50ml Falcon-Roéhrchen abgefiillt und der
Temperatursensor sowie die pH-Elektrode in unmittelbarer rdumlicher Ndhe zueinander in die
Losungen eingebracht. Mit Hilfe eines Kailtebades wurden die Proben bis auf -25°C
eingefroren, wihrenddessen wurden Temperatur- und pH-Verlauf kontinuierlich
aufgezeichnet. Jede Losung wurde zweifach untersucht, die dargestellten Ergebnisse

reprasentieren den Mittelwert beider Messungen.
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III. ERGEBNISSE UND DISKUSSION TEIL 1:
Untersuchungen zum Stabilititsverhalten der therapeutischen
Antikorper-Zytokin-Konstrukte huKS-IL 2 und hu14.18-IL 2

1  Einfiihrung

Im ersten Teil dieser Dissertation wurden mit den Immunzytokinen huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 verschiedene Stabilitétsstudien durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen wurden
mit der Rationale ausgewdhlt, stabilitdtskritische Einflussfaktoren wiahrend Herstellung,
Transport, Lagerung oder Anwendung eines Proteinpriparates experimentell zu simulieren.
Neben mechanischem Stress wurden die Wirkstoffe wiederholten Frier-Tau-Zyklen sowie
erhohten Temperaturen ausgesetzt. Dariiber hinaus wurde in den Untersuchungen der Einfluss
wichtiger Rezepturparameter wie des pH-Wertes und der Ionenstirke evaluiert, da diese

ebenfalls eine zentrale Bedeutung fiir die Stabilitdt von Proteinzubereitungen besitzen.

Ziel der Versuchsreihen war es zum einen, potentielle Abbaureaktionen und stabilitétskritische
Parameter systematisch aufzukldren und somit eine rationale Basis filir die spétere
Formulierungsentwicklung zu schaffen. Des weiteren sollten durch vergleichende
Untersuchungen der beiden strukturverwandten Fusionsproteine die Gemeinsamkeiten und
Unterschiede im Stabilitdtsverhalten von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 néher charakterisiert
werden, um zu iiberpriifen, inwiefern die Entwicklung einer gemeinsamen Formulierung fiir

beide Substanzen sinnvoll wére.

2 Stabilitit der Immunzytokine bei mechanischer Belastung

2.1 Versuchsdurchfiithrung

Zur Uberpriifung der Proteinstabilitit bei mechanischer Belastung wurden die Zubereitungen
mehrere Tage lang bei Raumtemperatur horizontal geschiittelt, wobei Proben fiir analytische
Zwecke nach 0, 24, 48 und 72 Stunden entnommen wurden. Fiir beide Modellproteine
erfolgten die Stabilititsuntersuchungen in einem 20mM Natriumcitratpuffersystem bei pH 6,0
und einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml. Auf den Zusatz stabilisierender Adjuvantien

wurde zunéchst verzichtet, um moglichst deutliche Instabilitdtsreaktionen zu erzeugen.

Zur Beurteilung potentieller Abbauvorgdnge wurden die unbelasteten und die gestressten
Proben  jeweils  visuell  kontrolliert, sowie  mittels  GroBenausschluss-  und
Umkehrphasenchromatographie,  Lichtblockade-Messung, = SDS-PAGE  und  FTIR-

Spektroskopie untersucht.
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2.2 Ergebnisse und Diskussion

Die mechanische Belastung der hilfsstofffreien Losungen fiihrte bei beiden Immunzytokinen

zu erheblichen Stabilititsbeeintrachtigungen (Abbildung III.1 und Tabelle I11.1).
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60 60 4
50 4 = 50 4
40 4 S 40
301 301
204 204
10 4 104 li]
HM=l=0=0= = =
0 24 48 72 0 24 48 72
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Abbildung II1.1: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer und Ioslichen Aggregaten
unter dem Einfluss von Schiittelstress. Links: huKS-IL 2, rechts: hul4.18-IL 2. Schwarze Balken: Monomer,
graue Balken: Dimer, gelbe Balken: Multimere.

Im Verlauf 72 stiindigen Schiittelns war mittels SE-HPLC ein deutlicher Riickgang der
Monomeranteile zu verzeichnen, der fiir hul4.18-IL 2 etwas geringer ausfiel als fiir huKS-IL 2.
Ebenso wie in den unbelasteten Proben waren in den gestressten Losungen beider Proteine
jeweils zwei Aggregatfraktionen nachweisbar, die auf die Bildung von Dimeren und
hohermolekularen Multimeren (Molekulargewicht ca. 2.600 kD) zuriickgingen. Unter dem
Einfluss von Schiittelstress nahmen parallel zum Monomergehalt auch die Dimerfraktionen
geringfligig ab. Gleichzeitig nahm im Fall von hul4.18-IL 2 die Fraktion hohermolekularer
Multimere zu. Die Multimerbildung schien sich bei langer anhaltendem Schiittelstress (t > 48
Stunden) aber nicht weiter zu verstirken, sondern war vielmehr riicklaufig. Fiir huKS-IL 2 war
sogar zu keinem Zeitpunkt eine Zunahme der Multimer-Fraktion zu beobachten (Abbildung
III.1.) Wie im Folgenden dargelegt, fand sich eine schliissige Erklarung fiir dieses unerwartete

Ergebnis in der Entstehung von Proteinprézipitaten.

Bei der visuellen Kontrolle der huKS-IL 2 haltigen Losungen fiel bereits bei der ersten
Probenahme eine leichte Triibung auf, die bei Anhalten der Stressbedingungen weiter zunahm.
Fir hul4.18-IL 2 war mit zeitlicher Verzogerung (t= 72 Stunden) eine Eintriibung der
Losungen festzustellen. Mit dieser Beobachtung korrelierten auch die Ergebnisse der
Lichtblockade-Messungen, die fiir huKS-IL 2 schon nach 24 stiindigem Schiitteln eine
erhebliche Verstirkung der Partikellast attestierten, wihrend im Fall von hul4.18-IL 2 die
Partikelwerte erst nach 72 Stunden merklich anstiegen (Tabelle II1.1). Die Vermutung, dass es
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sich bei den entstehenden Schwebeteilchen um prézipitiertes Proteinmaterial handeln konnte,
wurde durch photometrische Gehaltsbestimmungen (A= 280 nm) der filtrierten Ldsungen
untermauert. Hierbei machte sich bei anhaltender mechanischer Belastung der Proben ein

kontinuierlicher Riickgang der Proteinkonzentration bemerkbar (Tabelle I11.1).

Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2um >10pm >25um

huKS-IL 2

t=0h 0 382 9 0

t=24h 6,2 48 431 1 760 57

t=48h 11,3 80 053 1441 53

t=72h 19,5 137 406 3435 134
hu14.18-1L 2

t=0h 0 173 0

t=24h 0,5 2248 1

t=48h 2,2 6 851 38 0

t=72h 13,4 11192 186 6

Tabelle IIl.1: Ergebnisse der photometrischen Gehaltsbestimmung (A= 280 nm) und der Lichtblockade-

messung: Verlust l6slichen Proteinmaterials und Bildung unloslicher Partikel bei Schiittelstress.

Um zu tiiberpriifen, ob bereits die blo3e Lagerung der Zubereitungen iiber bis zu 72 Stunden
bei Raumtemperatur Aggregationsvorgdnge auslosen konnte, wurden auch mechanisch
unbelastete Proben analytisch untersucht. Hierbei waren jedoch keine Verdnderungen der

gelagerten Losungen gegeniiber den Startwerten nachweisbar (ohne Abbildung).

Aus der Literatur ist das Auftreten von Aggregations- und Prézipitationserscheinungen infolge
von Scher- oder Schiittelstress von zahlreichen Proteinen bekannt, etwa von Insulin [Thurow
und Geisen 1984, Brange et al. 1997], hGH [Katakam et al. 1995] und rFXIII [Kreilgaard et al.
1998]. Auch auf die Empfindlichkeit von Interleukin-2 und einigen monoklonalen Antikdrpern
wurde bereits in mehreren Verdffentlichungen hingewiesen. Tzannis et al. wiesen fiir
rekombinantes Interleukin-2 einen erheblichen Verlust der biologischen Aktivitdt bei
Verabreichung tiber eine Infusionspumpe nach [Tzannis et al. 1996, Tzannis et al. 1997]. Hora
et al. beobachteten bei Schiittelstressversuchen mit einem Interleukin-2 Mutein starke
Partikelbildung in der Proteinlosung [Hora et al. 1990]. Bei der Behandlung mittels Ultra-
Turrax wurde in Losungen des monoklonalen Antikdrpers mAK-HBV ebenfalls die

Entstehung unloslicher Aggregate induziert [Miick 2002]. Bei zwei weiteren Immunglobulinen
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wurden Aggregationsvorginge durch Schiitteln [Mahler et al. 2005, Vidanovic et al. 2003]
oder Riihren [Mahler et al. 2005] der Losungen hervorgerufen. In die Reihe dieser Ergebnisse
lassen sich auch die erhobenen Datensdtze zur Empfindlichkeit der Immunzytokine bei

Schiittelstress schliissig einordnen.

Als Ursache der mechanisch induzierten Proteinschddigung wird in der Literatur die
Adsorption und Denaturierung der Molekiile an hydrophoben Oberflidchen in Kombination mit
der Einwirkung von Scherkréften diskutiert [Sluzky 1991, Maa und Hsu 1997, Henson 1970].
Aufgrund ihres amphiphilen Charakters tendieren Proteine dazu, sich an Grenzflichen
anzulagern, etwa an der Grenzschicht zwischen Luft und Losung oder an Behélteroberflidchen.
Um den Kontakt mit der hydrophoben Umgebung zu maximieren, gehen mit
Adsorptionseffekten zumeist Konformationsverdnderungen der Molekiile zur Exposition
hydrophober Seitenketten einher, wodurch gleichzeitig die Aggregationstendenz der Proteine
erhoht wird [Volkin und Klibanov 1989]. Das Auftreten von Scherkriften verschlimmert diese
Situation zusédtzlich, da laufend neue Proteinmolekiile an der Grenzfliche angelagert und

wieder in die Losung abgegeben werden [Maa und Hsu 1997].

Um der Vermutung nachzugehen, dass auch im Fall der Immunzytokine die unter
mechanischer Belastung auftretende Aggregatbildung auf solche physikalischen Effekte
zuriickging und nicht eine Folge chemischer Instabilititsreaktionen war, wurden die
gestressten Proben mittels RP-HPLC und SDS-PAGE analysiert. Dabei ergaben sich jedoch
keine Hinweise auf die Entstehung kovalenter Multimere oder Abbauprodukte (Tabelle I11.2
und Abbildung II1.2).

Schwere Kette (%) Leichte Kette (%) Summe der
Nebenprodukte (%)

huKS-IL 2

t=0h 63,3 26,5 10,2

t=72h 63,7 26,3 10,0
hu14.18-1L 2

t=0h 62,0 28,1 9,9

t=72h 61,8 28,0 10,2

Tabelle 111.2: Ergebnisse der RP-HPLC: Dargestellt ist der Anteil der beiden Hauptpeaks (schwere und
leichte Kette) sowie die Summe der Nebenprodukte vor bzw. nach 72 stiindigem Schiitteln der Proben bei

Raumtemperatur.
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Abbildung II1.2: Ergebnisse der SDS-PAGE am Beispiel hul4.18-IL 2: 1= Molekulargewichtsmarker, 2=
hul4.18-IL 2 Standard, nicht reduzierte Probe, 3= hul4.18-IL 2 nach 72 stiindigem Schiitteln, nicht reduzierte
Probe, 4= hul4.18-IL 2 Standard, reduzierte Probe, 5= hul4.18-IL 2 nach 72 stiindigem Schiitteln, reduzierte
Probe.

Die darauthin durchgefiihrte Untersuchung der Zubereitungen mittels FTIR-Spektroskopie
hatte zum Ziel, die Denaturierung der Proteine und damit den vermuteten Ausloser der
Aggregatbildung direkt nachzuweisen. Die partikelhaltigen Proben wurden vor der Messung
zundchst zentrifugiert, um eine separate Aufzeichnung l6slicher und prazipitierter Bestandteile
zu ermoglichen. Abbildung I11.3 zeigt die zweite Ableitung der Spektren von huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 im Bereich der konformationsempfindlichen Amid I Bande (1600 - 1700 cm™),
wobei die Messungen der unbelasteten Proben und die Spektren der Proteinprézipitate zur

besseren Vergleichbarkeit als Dualplot dargestellt sind.

Die nativen Spektren beider Immunzytokine wiesen jeweils fiinf Banden auf, die sich
weitestgehend von der Antikorper-Komponente der Verbindungen abzuleiten schienen. Mit
Signalen bei 1615cm™, 1637cm™, 1668cm™ und 1689cm™ stimmten die Spektren gut mit den
bereits verdffentlichten FTIR-Untersuchungen von IgG iiberein [Fu et al. 1994, Costantino et
al. 1997]. Dabei gingen die beiden Banden bei 1637cm” und 1689cm™ auf die B-
Faltblattstrukturen der Proteine zuriick, das Signal bei 1668cm™ lieB sich dagegen Turn-
Elementen zuordnen. Die Bande bei 1615cm™ wurde durch die B-Faltblattanteile des
Antikorpers oder durch Aminosdure-Seitenketten generiert [Krimm und Bandekar 1986,
Cooper und Knutson 1995, Costantino et al. 1997]. Bei 1653cm™ war eine weitere, fiir IgG-

Spektren uniibliche Bande zu beobachten, deren Position typisch fiir «o-helicale
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Strukturelemente war. Ein Vergleich mit dem bereits verdffentlichten Spektrum von
Interleukin-2 erhdrtete den Verdacht, dass es sich hierbei um das Signal der Zytokin-
Komponente handelte [Fink 1998].
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Abbildung I11.3: Zweite Ableitung der IR-Spektren von nativem und mechanisch belastetem huKS-IL 2 (links)
und hul4.18-IL 2 (vechts) im Bereich von 1600 - 1700 cm™. Durchgezogene Linie: Natives Proteinspektrum;
Unterbrochene Linie: Spektrum des abzentrifugierten Prdzipitates.

Gegentiber den nativen Spektren wiesen die Untersuchungen der geldsten (ohne Abbildung)
und prézipitierten Bestandteile (Abbildung II1.3) der Stressmuster bei beiden Fusionsproteinen
keine signifikanten Verdnderungen auf. Denaturierungsvorgénge, die Ursache der
beobachteten Aggregat- oder Prézipitatbildung sein konnten, lieBen sich somit nicht
nachweisen. Es bleibt jedoch zu beriicksichtigen, dass auch die FTIR-Spektroskopie nur eine
globale Einschédtzung der Molekiilkonformation ermoglicht [Sarver und Kriiger 1991]. Diese
Einschrinkung erschwert insbesondere die Analyse sehr groBer Proteine, wie etwa der
Immunzytokine. So ist es nicht auszuschlieBen, dass geringe Strukturverdnderungen an einem
Teil der Molekiile zwar die Stabilitit des Systems erheblich beeinflussen und Aggregatbildung
induzieren, im IR-Spektrum aber dennoch unentdeckt bleiben. Auf diese Problematik bei der
Interpretation von FTIR-Daten wurde bereits in mehreren Verodffentlichungen hingewiesen

[Carpenter et al. 1999, Cleland et al. 2001, Andya et al. 2003].

2.3 Zusammenfassung: Stabilitit bei mechanischer Belastung

Die vorliegenden Daten machten deutlich, dass die Immunzytokine huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 in Abwesenheit stabilisierender Hilfsstoffe dullerst empfindlich auf mechanische
Belastung reagieren. Trotz der strukturellen Ahnlichkeit der beiden Modellproteine fielen
jedoch sowohl hinsichtlich der Abbaugeschwindigkeit (huKS-IL 2 > hul4.18-IL 2) als auch

hinsichtlich des Aggregationsverhaltens deutliche Unterschiede zwischen den Wirkstoffen auf.
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So war im Fall von hul4.18-IL 2 simultan zur Abnahme des Monomergehaltes zunéchst die
Entstehung 16slicher Aggregatformen zu beobachten, aus denen sich erst bei anhaltender
Belastung auch Proteinprizipitate bildeten. Bei huKS-IL 2 schien der Monomerenverlust
dagegen ausschlieBlich in der Bildung von Prizipitaten zu resultieren, ohne zuvor zu einem
messbaren Anstieg der 16slichen Aggregatspezies zu fiihren. Diese Unterschiede verdeutlichen,
dass die Antikorper-Komponente einen wesentlichen Einfluss auf die Stabilitétseigenschaften

der Fusionsproteine haben muss.

Da im Beobachtungszeitraum fiir keine der beiden Modellsubstanzen kovalente
Abbaureaktionen nachweisbar waren, wurden als Ursache der Aggregat- und Prézipitatbildung
physikalische Instabilititen der Immunzytokine angenommen, etwa die Adsorption und
Denaturierung der Wirkstoffe an hydrophoben Oberflichen in Kombination mit der
Einwirkung von Scherstress. Mittels FTIR-Spektroskopie lieBen sich jedoch keine strukturellen
Unterschiede zwischen den nativen und den mechanisch belasteten Proben nachweisen.
Moglich wire, dass die Proteine lediglich geringe Konformationsverdnderungen erfahren
hatten, die zwar einen erheblichen Einfluss auf das Aggregationsverhalten der Zubereitungen

besallen, mittels FTIR jedoch nicht detektierbar waren.

Den vorliegenden Daten waren keine direkten Hinweise auf die Ursache der
Stabilitdtsunterschiede von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 zu entnehmen. Ein Vergleich der
jeweiligen Chromatogramme belegte allerdings, dass huKS-IL 2 an der Proteinoberfliche
hydrophober und schwécher geladen ist als hul4.18-IL 2. In der Literatur wurde bereits darauf
hingewiesen, dass mit steigender Hydrophobizitit die Anfilligkeit eines Molekiils fiir
Aggregatbildung zunimmt. Bereits geringfligig erhdhte Anteile unpolarer Aminosduren konnen
die Aggregationstendenz erheblich verstirken [Fields et al. 1992, Stitger und Dill 1993,
Calamai et al. 2003]. Weiterhin haben verschiedene Autoren drauf aufmerksam gemacht, dass
auch die kolloidale Stabilitdt einer Proteinlosung das Ausmal} der Aggregatbildung beeinflusst
[Kendrick et al. 1998, Krishnan et al. 2002, Chi et al. 2003]. Diese héngt insbesondere von
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Molekiillen und damit von deren
Oberflichenladung ab. In der vorliegenden Versuchsreihe trug huKS-IL 2 aufgrund des
niedrigeren pl-Wertes eine geringere Oberflichenladung als hul4.18-IL 2, was die

Zusammenlagerung der Proteinmonomeren erleichtern diirfte.

Wenngleich die vorliegenden Ergebnisse eindrucksvoll belegen konnten, wie kritisch
mechanische Belastungen fiir die Stabilitidt von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 sind, wird es
kaum moglich sein, ein gelegentliches Auftreten von Scher- oder Schiittelstress in den

Proteinlosungen zu vermeiden. Beispielhaft ist hierbei an die Filtrations- oder
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Abfiillschritte bei der Herstellung oder an Erschiitterungen beim Versand des Arzneimittels zu

denken.

Zur Reduktion der mechanisch induzierten Instabilitdten hat sich bei anderen Modellproteinen
insbesondere der Zusatz von Tensiden bewéhrt. So lie3 sich etwa Polysorbat 80 erfolgreich zur
Stabilisierung von hGH [Katakam et al 1995], LDH [Hillgren et al. 2002] und rekombinantem
Hamoglobin [Kerwin et al. 1998] einsetzen. Weitere Substanzen wie Pluoronic F68 [Katakam
et al 1995], Brij 35 [Katakam et al 1995] und Tween 20 [Bam et al. 1996, Kreilgaard et al.
1998] waren ebenfalls wirksam. Wie im weiteren Verlauf dieser Arbeit dargelegt werden wird,

erwies sich die Verwendung stabilisierender Detergenzien auch im Fall der Immunzytokine als
effektiv.

Ein weiterer Ansatzpunkt, die Stabilitit von Losungen mit huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 zu
verbessern, wird in der industriellen Praxis derzeit mit dem Einfrieren der Zubereitungen
verfolgt, da auf diese Weise der Versandvorgang weniger belastend fiir die Wirkstoffe sein
sollte. Diese Vorgehensweise ist jedoch sowohl aus technischen Griinden (Kiihlkette), als auch
aus QGriinden der Proteinstabilitdt kritisch zu bewerten, da eine zusdtzliche Schiadigung der
Wirkstoffe infolge des Einfrierprozesses nicht ausgeschlossen werden kann [Franks 1988].
Weiterfiihrende Untersuchungen zu dieser Thematik werden in Kapitel II1.3 dieser Arbeit

diskutiert.
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3

3.1

Stabilitit der Immunzytokine bei Frier-Tau-Stress

Versuchsdurchfiithrung

Um Informationen iiber das Frier-Tau-Verhalten der Immunzytokine zu erhalten, wurden
Stabilitidtsuntersuchungen im Verlauf wiederholter Einfrier-Auftau-Zyklen durchgefiihrt, bei
denen die Proben zunichst mit einer Kiihlrate von 1 K/Min bis auf -45°C eingefroren und
anschlieend bei Raumtemperatur aufgetaut wurden. Um potentielle Instabilititen eindeutiger

beurteilen zu konnen, wurden die Frier-Tau-Zyklen viermal in Folge durchgefiihrt.

Soweit nicht anders angegeben, erfolgten die Untersuchungen in einem 20mM
Natriumcitratpuffersystem bei pH 6,0 und einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml. Zur
Beurteilung potentieller Instabilitdten wurden die unbelasteten und die gestressten Proben
visuell kontrolliert, sowie mittels GréBenausschluss- und Umkehrphasenchromatographie,

Lichtblockade-Messung, SDS-PAGE und FTIR-Spektroskopie untersucht.

3.2 Ergebnisse und Diskussion: Langsames Einfrieren mit 1 K/Min

Ebenso wie bei mechanischer Belastung wurden die Modellproteine auch durch die

Einwirkung von Frier-Tau-Stress stark geschddigt (Abbildung I11.4 und Tabelle I11.3).
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Abbildung 111.4: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer und Iloslichen Aggregaten
unter dem Einfluss von Frier-Tau-Stress. Links: huKS-IL 2, rechts: hul4.18-IL 2. Schwarze Balken: Monomer,
graue Balken: Dimer, gelbe Balken: Multimere.

Bereits nach einmaligem Einfrieren und Auftauen fiel bei der visuellen Kontrolle eine Triibung
der Losungen auf, die sich bei Wiederholen der Stressbedingungen noch verstirkte. Parallel
dazu wurde ein erheblicher Anstieg der durch Lichtblockade-Messung ermittelten

Partikelzahlen gefunden, der im Fall von huKS-IL 2 haltigen Proben deutlich stirker ausfiel als



I11. Ergebnisse und Diskussion Teil 1 78

fiir hul4.18-IL 2 (Tabelle 111.3). Wie in der vorigen Versuchsreihe ging die Partikelbildung mit

einem beachtlichen Verlust von 10slichem Proteinmaterial einher.

Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2um >10pum >25um

huKS-IL 2

Ausgangswert 0 183 22 3

1. Zyklus 8,5 58 682 1 580 67

2. Zyklus 13,2 280 800 7200 166

3. Zyklus 16,0 457 566 21700 666

4. Zyklus 28,3 533134 38 466 1100
hu14.18-1L 2

Ausgangswert 0 155 3 0

1. Zyklus 6,4 11920 375 20

2. Zyklus 8,2 769 36 5477 90

3. Zyklus 10,0 145 227 21 007 45

4. Zyklus 17,4 230 854 17 621 172

Tabelle II1.3: Ergebnisse der photometrischen Gehaltsbestimmung (A= 280 nm) und der Lichtblockade-
Messung: Verlust loslichen Proteinmaterials und Bildung unléslicher Partikel unter dem Einfluss von vier
Frier-Tau-Zyklen.

Mittels SE-HPLC konnten ebenfalls Verdnderungen der Proben nachgewiesen werden
(Abbildung 111.4). Ahnlich der in Kapitel II1.2 prisentierten Datenreihe zeigten sich erneut
Unterschiede zwischen den beiden Immunzytokinen, da die Abnahme des Monomergehaltes
fiir hul4.18-IL 2 weitaus schwicher ausfiel als fiir huKS-IL 2. Beiden Proteinen war dagegen
die Tatsache gemeinsam, dass zu keinem Zeitpunkt ein Anstieg loslicher Aggregatformen
nachzuweisen war, sondern der Monomerenverlust ausschlielich mit der Bildung unloslicher

Aggregate einherging (Abbildung I11.4 und Tabelle II1.3).

Zur Problematik der mangelhaften Stabilitét vieler Proteine beim Einfrieren liegen mittlerweile
zahlreiche Literaturdaten vor. Untersuchungen wurden beispielsweise an LDH [Nema und
Avis 1992, Pikal-Cleland et al. 2002], hGH [Eckhardt et al. 1991], rFXIII [Kreilgaard et al.
1998], aber auch an verschiedenen monoklonalen Antikorpern durchgefiihrt. Bereits 1968
beschrieb Hansson die Entstehung unldslicher Aggregate in einer Losung von IgG infolge
wiederholter Einfrier-Auftau-Zyklen [Hansson 1968]. Paborji et al. untersuchten den Einfluss
von Frier-Tau-Stress auf die Stabilitdt eines chiméren monoklonalen IgG, Antikdrpers und

fanden dabei die Entstehung loslicher Oligomere [Paborji et al. 1994]. Der monoklonale
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Antikorper Daclizumab bildete in Abhingigkeit von der Art des verwendeten Puffersystems
16sliche oder unlosliche Aggregate infolge von Frier-Tau-Stress [Zippelius 2002]. Sarciaux et
al. berichteten fiir bovines IgG von einer reversiblen Denaturierung des Proteins bei
einmaligem Einfrieren, die erst wihrend eines weiterfithrenden Gefriertrocknungsprozesses in

der Entstehung unldslicher Aggregate miindete [Sarciaux et al. 1999].

Zum Stabilititsverhalten von Interleukin-2 liegt eine Veroffentlichung von Watson und
Kenney vor, die von einer hohen Unempfindlichkeit des Proteins bei wiederholten Frier-Tau-
Zyklen berichtet [Watson und Kenney 1988]. Leider finden sich in der genannten Publikation
keine Angaben dariiber, ob die wuntersuchten Zubereitungen zur Verbesserung der
Proteinstabilitdt Hilfsstoffzusdtze enthalten hatten. Da jedoch die Hersteller von
kommerziellem Interleukin-2 ausdriicklich darauf verweisen, wiederholtes Einfrieren und
Auftauen der Proteinlésungen zu unterlassen [Produktinformation Proleukin® 1999], liegt die

Vermutung nahe, dass auch die Einfrierstabilitdt dieses Wirkstoffes problematisch ist.

Angesichts dieser Datenlage iiberrascht es nicht, dass in der vorliegenden Versuchsreihe fiir
die beiden Fusionsproteine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 ebenfalls eine hohe Empfindlichkeit

gegentiiber Frier-Tau-Stress nachgewiesen wurde.

Als Ursache der Schadigung von Proteinen beim Einfrieren werden in der Literatur zumeist
physikalische Instabilititen diskutiert [Nema und Avis 1992, Strambini und Gabellieri 1996,
Jaenicke 1990], fiir die verschiedene Ausloser in Frage kommen: Kaltedenaturierung [Franks
1995], Adsorption und Denaturierung an Eis-Wasser-Grenzflichen [Strambini und Gabellieri
1996, Chang 1996], sowie die Aufkonzentrierung von Losungsbestandteilen durch das
Auskristallisieren von Wasser mit eventuellen Folgeerscheinungen wie pH-Wert
Verschiebungen aufgrund der unterschiedlichen Loslichkeit einzelner Pufferkomponenten
[Pikal 1990, Anchordoquy und Carpenter 1996]. Auch ein vermehrter kovalenter Abbau der
Wirkstoffe ist jedoch nicht auszuschlieBen, da Gefrierkonzentrationseffekte zu einer vielfachen
Beschleunigung von chemischen Reaktionen fithren konnen [Pikal 1999, Liu und Orgel 1997].
Dariiber hinaus muss aufgrund der mit sinkender Temperatur verbesserten Loslichkeit von
Sauerstoff in wissrigen Losungen eine Zunahme von oxidativen Abbauvorgéngen befiirchtet

werden [Li et al. 1995].

Um der Frage nachzugehen, inwiefern an der Schadigung von Immunzytokinen durch Frier-
Tau-Stress chemische Instabilititen beteiligt sind, wurden die gestressten Proben mittels
Umkehrphasenchromatographie sowie mittels SDS-PAGE untersucht. Hieraus ergaben sich
jedoch keinerlei Hinweise auf kovalente Degradation infolge von Einfriervorgidngen (Tabelle

II1.4 und Abbildung IIL.5 auf der folgenden Seite).
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Abbildung II1.5: Ergebnisse der SDS-PAGE am Beispiel hul4.18-IL 2: 1= Molekulargewichtsmarker, 2=
hul4.18-IL 2 Standard, nicht reduzierte Probe, 3= hul4.18-IL 2 nach 4 Frier-Tau-Zyklen, nicht reduzierte
Probe, 4= hul4.18-IL 2 Standard, reduzierte Probe, 5= hul4.18-IL 2 nach 4 Frier-Tau-Zyklen, reduzierte
Probe.

Schwere Kette (%) Leichte Kette (%) Summe der
Nebenprodukte (%)

huKS-IL 2

Ausgangswert 66,2 24,5 9,3

4. Zyklus 66,8 24,7 8.5
hu14.18-1L 2

Ausgangswert 67,4 27,3 9,3

4. Zyklus 68,3 28,0 9,7

Tabelle II1.4: Ergebnisse der RP-HPLC: Unter dem Einfluss von Frier-Tau-Stress ist keine Zunahme
kovalenter Abbauprodukte nachzuweisen.

Mittels FTIR-Spektroskopie sollten daher im Folgenden mdgliche Konformationsanderungen
der Molekiile erfasst werden, die fiir die Aggregatbildung bei Einfrier-Auftau-Prozessen
verantwortlich sein konnten. Die zweite Ableitung der IR-Spektren der unbelasteten Losungen
sowie der unter Stress entstandenen Prézipitate ist fiir beide Immunzytokine in Abbildung II1.6
dargestellt. Anders als in der vorangehenden Versuchsreihe zur Stabilitidt der Proteine bei
Schiittelstress waren bei den vorliegenden Untersuchungen tatsdchlich Abweichungen der

belasteten Proben gegeniiber nativem Proteinmaterial festzustellen.
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Hierbei war insbesondere ein Riickgang des Signals bei 1653cm™ zu verzeichnen, das den
helicalen Teil der Fusionsproteine repriasentiert. Darliber hinaus wurde eine Verschiebung der
hoherfrequenten B-Faltblattbande von 1689cm™ nach 1694cm™ sowie eine Intensititszunahme
der Bande bei 1615cm™ beobachtet. Im Bereich des dominantesten Signals bei 1637cm™
wurden hingegen keine Auffilligkeiten entdeckt. Diese Beobachtungen deuteten auf eine
Konformationsdnderung der Proteine hin, die vorwiegend im Bereich der helicalen
Interleukin-2 Komponente auftrat und mit der Bildung intermolekularer B-Faltblattelemente
einherging [Dong et al. 1995]. Im Fall von huKS-IL 2 fielen die stressinduzierten
Verdnderungen des IR-Spektrums etwas stirker aus als fiir hul4.18-IL 2 und deuteten
unterschiedlich starke Strukturverdnderungen der beiden Immunzytokine an. Auch diese

Eigenschaft konnte zum ungleichen Aggregationsverhalten beider Proteine beitragen.
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Abbildung I11.6: Zweite Ableitung der IR-Spektren von nativem und durch wiederholte Frier-Tau-Zyklen
belastetem huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2 (rechts) im Bereich 1600 - 1700 cm™. Durchgezogene Linie:

natives Spektrum,; Unterbrochene Linie: Spektrum des abzentrifugierten Prizipitates.

33 Ergebnisse und Diskussion: Einfluss der pH-Wert-Verschiebung

Fiir die experimentell nachgewiesene Destabilisierung der Immunzytokine bei Frier-Tau-
Prozessen kamen unterschiedliche Ausloser wie Kiltedenaturierung, Denaturierung an Eis-
Wasser-Grenzflachen oder Konzentrationseffekte in der einfrierenden Losung in Frage. Durch
weitere Versuchsreihen sollte gekliart werden, welche Bedeutung den einzelnen Faktoren
tatsdchlich beizumessen ist, um die Einfrierstabilitit der Proteine in systematischer Weise

optimieren zu kdnnen.

Eine erste Studie beschéftigte sich mit moglichen pH-Wert-Verédnderungen des Puffersystems.
Bei Einfrierprozessen kann das selektive Auskristallisieren von Pufferkomponenten mit
unterschiedlicher Loslichkeit ausgepriagte pH-Wert-Verschiebungen in der aufkonzentrierten
Losung hervorrufen. So ist etwa beim Einfrieren von Natriumphosphatpuffer eine Absenkung

des pH-Wertes um 3 Einheiten zu beobachten, die sich in der geringeren Ldslichkeit
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von Dinatriumhydrogenphosphat gegeniiber Natriumdihydrogenphosphat begriindet. Daraus
konnen sich erhebliche Konsequenzen fiir die Stabilitdt von Proteinzubereitungen ergeben [van

den Berg und Rose 1959, Anchordoquy und Carpenter 1996, Pikal-Cleland et al. 2002].

Um zu tiberpriifen, ob vergleichbare Phidnomene auch beim Einfrieren des verwendeten
Natriumcitratpuffersystems stattfinden, wurde mit Hilfe eines temperaturkompensierten pH-

Meters der pH-Wert einer gefrierenden Placebolosung verfolgt.
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Abbildung I11.7: pH-Wert Verschiebung beim Einfrieren von 20 mM Natriumcitratpuffer.

Im Verlauf des Einfrierprozesses wurde eine Abnahme des pH-Wertes um 0,7 Einheiten
gefunden (Abbildung III1.7), die sich anhand der unterschiedlichen Loslichkeiten des
korrespondierenden S#ure-Base-Paares erkldren lieB. Die eutektische Temperatur des
basischen Trinatriumcitrat liegt bei -6,9°C, das Eutektikum der sauren Komponente
Dinatriumhydrogencitrat liegt hingegen bei -12°C [van den Berg 1968, Larsen 1973]. Beim
Einfrieren setzt somit die Kristallisation der Base aufgrund ihrer hoheren eutektischen
Temperatur zuerst ein, wéhrend die Sédure zundchst in Losung bleibt und zu einer

Azidifizierung der aufkonzentrierten Losung fiihrt.

Wenngleich die gemessene pH-Wert Verschiebung um 0,7 Einheiten verglichen mit dem fiir
Natriumphosphatpuffer beschriebenen Effekt eher gering war, lie sich ein Einfluss auf die
Proteinstabilitit dennoch nicht ausschlieBen. Aus diesem Grund wurden weitere Studien
durchgefiihrt, bei denen die Einfrierstabilitit von huKS-IL 2 in 20mM Kaliumphosphatpuffer
bei unterschiedlichen pH-Werten (pH 5,0 - 6,0) getestet wurde. Der Austausch des Natrium-
citratsystems durch Kaliumphosphatpuffer begriindete sich hierbei in der hohen pH-Stabilitét
dieser Pufferlosung, die bereits in zahlreichen Verdffentlichungen herausgestellt wurde [van

den Berg und Rose 1959, Larsen 1973, Pikal-Cleland 2002] und auch in der vorliegenden
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Arbeit experimentell bestéitigt werden konnte (Abbildung II1.8). So wurde fiir die 20mM
Kaliumphosphatpufferlosung wiahrend des Einfriervorgangs ein geringfiigiger pH-Anstieg von
0,2 Einheiten gemessen, der wiederum durch die unterschiedlichen Loslichkeiten des
korrespondierenden Sdure-Base-Paares erkldrbar war. Das basische Dikaliumhydrogenphosphat
besitzt mit einer eutektischen Temperatur von -13,9°C eine bessere Loslichkeit als
Kaliumdihydrogenphosphat mit einem Eutektikum von -2,6°C [Larsen 1973]. Die saure
Komponente kristallisiert somit frither aus als die Base und induziert dabei eine leichte

Alkalisierung der Losung.
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Abbildung I11.8: pH-Wert Verschiebung beim Einfrieren von 20 mM Kaliumphosphatpuffer.

Sollten beim Einfrieren der Immunzytokinlésungen die pH-Wert-Verschiebungen in Citratpuffer
fiir die Schiadigung der Proteine verantwortlich sein, so wére auch in Kaliumphosphatpuffer eine

mit sinkendem pH-Wert zunehmende Destabilisierung der Wirkstoffe zu erwarten.

Tatsdachlich fiihrte die Absenkung des pH-Wertes im Bereich von pH 6,0 nach 5,0 in den
Kaliumphosphathaltigen Losungen zu einem geringfiigig verstirkten Monomerenverlust,
insbesondere aber zu vermehrter Bildung l6slicher Aggregate (Tabelle II1.5). Die Ergebnisse der
Lichtblockade-Messung folgten allerdings einen gegenldufigen Trend. Sie lieBen eine Reduktion
der Partikellast bei niedrigeren pH-Werten erkennen und wiesen damit auf eine Abnahme der
Prizipitationsneigung bei pH-Absenkung hin (Tabelle II1.5). Eine mogliche Erklarung fiir die
verstirkte Partikelbildung bei hoherem pH bietet die zunehmende Neutralisierung der
Oberflachenladung bei Anndherung an den isoelektrischen Punkt der Immunzytokine (8,5 fiir
huKS-IL 2 und 8,8 fiir hul4.18-IL 2). Hierbei wird die Loslichkeit von Proteinen verringert
[Rupley 1968] und die kolloidale Stabilitit des Systems nimmt ab [Jaenicke 1987]. Der leichte
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Riickgang des Monomergehaltes sowie die verstirkte Bildung Ioslicher Aggregate bei
niedrigeren pH-Werten konnte dagegen auf einen entgegengesetzten Effekt, die zunehmende
elektrostatische Abstoung zwischen geladenen Aminosdureseitenketten und die damit
verbundene Destabilisierung des nativen Zustandes zuriickgehen [Volkin und Klibanov 1989,

Dill 1990].

Monomer  Losl. Aggregate Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) (%) >2um >10pm >25um
pH 5.0 78,5 13,4 9667 1317 150
pHS5.3 78,9 10,4 47 833 1833 317
pH 5.6 80,0 9,8 164 817 3100 1100
pH 6.0 80,0 5,2 271133 8 859 1183

Tabelle IIL.5: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung und der SE-HPLC zum Einfluss der pH-Wert
Verschiebung auf die Frier-Tau-Stabilitit von huKS-IL 2.

Die vorliegenden Daten lassen befiirchten, dass sich der fiir Natriumcitratpuffer gemessene
pH-Shift von 0,7 Einheiten tatsdchlich negativ auf die Einfrierstabilitdt der Immunzytokine
auswirkt. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass pro Frier-Tau-Zyklus die Proteinstabilitit nicht
nur von der Azidifizierung des Systems beim Einfrieren, sondern auch vom Wiederanstieg des
pH-Wertes beim Auftauen beeinflusst wird. Einerseits ist durch die pH-Wert Absenkung beim
Einfrieren eine Destabilisierung des nativen Proteins und die Bildung 16slicher Aggregate zu
erwarten, andererseits kann der Anstieg des pH-Wertes beim Wiederauftauen verstirkte

Préizipitatbildung induzieren.

34 Ergebnisse und Diskussion: Schnelles Einfrieren mit 30 K/Min

Da in einer fritheren Versuchsreihe (Kapitel II1.2) bereits die hohe Empfindlichkeit der
Immunzytokine bei mechanischer Belastung experimentell nachgewiesen werden konnte, war
zu vermuten, dass die Schadigung der Proteine bei Frier-Tau-Stress nicht allein durch die pH-
Wert-Verschiebung des Citratpuffers, sondern auch infolge von Grenzflachendenaturierung
ausgelost werden konnte. Insbesondere Adsorptionseffekte an den entstehenden Eiskristallen,
aber auch an der GefdBwand oder der Oberflache unldslicher Proteinaggregate konnten hierfiir

verantwortlich sein.

Durch Variation der Einfriergeschwindigkeit war es moglich, die Grofe der entstehenden

Eiskristalle zu verdndern und auf diese Weise den Einfluss der Grenzflichendenaturierung zu
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evaluieren. Bei langsamem Einfrieren werden bevorzugt grofle Kristalle mit entsprechend
kleiner Oberfldche generiert, wihrend durch schnelles Einfrieren die Bildung kleinerer
Kristalle und damit groBer Eis-Wasser-Grenzflachen induziert wird [Essig und Oschmann
1993]. Sollte die Grenzflaichendenaturierung wesentlich an der Schiadigung der Proteine
beteiligt sein, wire demnach mit steigender Einfriergeschwindigkeit ein verstirkter

Destabilisierungseffekt zu erwarten.

Als Modellprotein fiir die Studie wurde ausschlieBlich die ,,worst case* Substanz huKS-IL 2 in
20mM Natriumcitratpuffer verwendet, wobei die Einfrierrate zwischen 1 K/Min und

30 K/Min variiert wurde.

Monomer  Losl. Aggregate Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) (%) >2um >10pum >25um
Ausgangswert 95,1 49 716 18 0
Kiihlrate 1 K/Min 71,3 4,7 496 862 34899 961
Kiihlrate 30 K/Min 63,7 3,6 619 525 60 150 2150

Tabelle 111.6: Ergebnisse der SE-HPLC und der Lichtblockade-Messung: huKS-IL 2 unter dem Einfluss von

vier Frier-Tau-Zyklen mit unterschiedlicher Einfriergeschwindigkeit.

Wie die Ergebnisse der Messreihe zeigen konnten, nahm das Ausmall der Proteinschadigung
bei Erhoéhung der Einfriergeschwindigkeit wesentlich zu (Tabelle II1.6). So war der
Monomerenverlust bei einer Kiihlrate von 30 K/Min weit stirker ausgepragt als bei 1 K/Min.
Simultan hierzu war ein starker Anstieg der Partikellast festzustellen, wobei die Proben nach
schnellerem FEinfrieren deutlich mehr Schwebeteilchen enthielten als die langsam
eingefrorenen Losungen. Damit korrelierten die Daten gut mit den Beobachtungen anderer
Autoren. Beispielsweise fanden Eckhardt et al. bei Frier-Tau-Versuchen mit hGH eine starke
Zunahme unldslicher Aggregate bei Erhohung der Einfriergeschwindigkeit von 0,5°C/Min auf
50°C/Min [Eckhardt et al. 1991]. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen Hsu et al. bei Studien
mit tPA [Hsu et al. 1995], Jiang und Nail bei Untersuchungen von Lactatdehydrogenase und B-
Galactosidase [Jiang und Nail 1998], Chang und Mitarbeiter bei Versuchen mit sechs
verschiedenen Proteinen [Chang et al. 1996] und schlieBlich Sarciaux et al. bei Studien mit
bovinem IgG [Sarciaux et al. 1999]. Derartige Resultate deuten darauf hin, dass die Entstehung
hydrophober Grenzfldchen ein wesentlicher Ausloser fiir die Aggregation dieser Proteine beim
Einfrieren sein konnte. Im Fall der Immunzytokinen scheint die Schédigung durch

Grenzficheneffekte gegeniiber den Aufkonzentrierungserscheinungen und dem damit
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verbundenen pH-Shift der gefrierenden Proteinlosung sogar zu {iberwiegen, da letztere bei
schnellem Einfrieren eher reduziert werden [Skrabanja 1994, Franks 1990]. Es bleibt jedoch
auch zu beriicksichtigen, dass die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit lediglich in
kleinem MaBstab (Aliquots a 2,0 ml) durchgefiihrt wurden, dass das Phdnomen der
Gefrierkonzentration aber verstirkt in GroBgebinden auftritt [Wisniewski und Wu 1996,

Zippelius 2002].

35 Zusammenfassung: Stabilitit bei Frier-Tau-Stress

Die vorliegende Versuchsreihe konnte zeigen, dass die Stabilitdt der Immunzytokine huKS-IL2
und hul4.18-IL 2 durch Einfrier- und Auftau-Prozesse stark gefdhrdet wird. Im Verlauf
wiederholter Frier-Tau-Zyklen war in den Proteinlosungen eine erhebliche Abnahme des
Monomergehaltes festzustellen, die sich unmittelbar in der Bildung unldslicher Partikel
niederschlug. Dabei zeichnete sich hul4.18-IL 2 durch eine etwas hohere Einfrierstabilitét aus

als huKS-IL 2.

Die analytische Charakterisierung der Proben machte deutlich, dass an der Schadigung der
Wirkstoffe keine chemischen Abbauprozesse beteiligt waren, sondern dass es sich bei den
beobachteten Reaktionen vielmehr um physikalische Instabilititen handelte. Mittels FTIR-
Spektroskopie konnten Verdnderungen der Proteinkonformation nachgewiesen werden, die
sich in einer Abnahme helicaler Strukturelemente zugunsten von Faltblattelementen bemerkbar
machten. Die spektralen Unterschiede zum nativen Protein waren dabei fiir hul4.18-IL 2 etwas
geringer ausgeprdgt als fiir huKS-IL 2. Neben den im vorangegangenen Kapitel diskutierten
Unterschieden hinsichtlich Hydrophilie und Oberflachenladung sind moglicherweise auch
diese Unterschiede im Denaturierungsverhalten fiir die ungleiche Aggregationstendenz der

beiden Wirkstoffe verantwortlich.

Als wichtiger Ausldser der bei Frier-Tau-Stress auftretenden Instabilititsreaktionen diirfte die
Schéadigung an hydrophoben Oberflichen wie der entstehenden Eis-Wasser-Grenzschicht in
Frage kommen. So war mit einer Erhohung der Einfriergeschwindigkeit und der damit
einhergehenden OberflichenvergroBerung der Eiskristalle auch eine Zunahme des
Monomerenverlustes und der Partikelbildung verbunden. Die insbesondere fiir Enzyme
empfohlene Vorgehensweise, Losungen zur Schonung des Wirkstoffes moglichst rasch
einzufrieren [Shikama und Yamazaki 1961, Domenech et al. 1987, Nema 1993] ist daher im
Fall der Immunzytokine nicht ratsam. Vielmehr decken sich die vorliegenden Ergebnisse mit
der wachsenden Zahl von Berichten, die fiir verschiedene Modellproteine eine verstdrkte

Schiadigung infolge schnellen FEinfrierens attestieren und diese auf die VergroBerung
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der entstehenden Eis-Wasser-Grenzfliache zuriickfithren [Eckhardt et al. 1991, Hsu et al. 1995,
Chang et al. 1996, Jiang und Nail 1998, Strambini und Gabellieri 1996, Cao 2003].

Neben der Grenzflachendenaturierung diirfte auch die Azidifizierung des Puffersystems beim
Einfrieren zur Schidigung der Immunzytokine beitragen. Aufgrund des selektiven
Auskristallisierens der schlechter l9slichen, basischen Pufferkomponente war eine pH-Wert
Verschiebung des Systems um 0,7 Einheiten zu beobachten, die erhebliche Auswirkungen auf
die Proteinstabilitit haben kann. So wurde gezeigt, dass die pH-Wert Absenkung beim
Einfrieren der Losungen den Monomerenverlust und die Bildung lo6slicher Aggregate
verstirkte, wihrend hingegen der nachfolgende Anstieg des pH-Wertes beim Auftauen die

Prazipitation des Proteinmaterials forderte.

Die hohe Empfindlichkeit der Proteine gegeniiber Frier-Tau-Stress wirft ein neues Licht auf
die industrielle Praxis, huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 zur Vermeidung von Schiittelstress-
Exposition generell einzufrieren. Vor allem die Gefahr eines unbeabsichtigten partiellen
Auftauens und Wiedereinfrierens der Zubereitungen infolge unkontrollierter Transport-
bedingungen ist dabei kritisch zu sehen. Eine deutliche Verbesserung des Einfrierverhaltens ist
allerdings durch den Zusatz stabilisierender Hilfsstoffe zu den Proteinzubereitungen zu

erwarten. Systematische Untersuchungen hierzu sind in Kapitel VI dieser Arbeit beschrieben.
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4  Stabilitit der Immunzytokine bei thermischer Belastung

4.1 Versuchsdurchfiithrung

Die Stabilitit der Immunzytokine unter dem Einfluss erhdhter Temperatur wurde in mehreren
Versuchsreihen evaluiert. Ebenso wie in den vorangehenden Studien lagen die Proteine dabei
in einer Konzentration von 1 mg/ml in 20mM Natriumcitratpuffer bei pH 6,0 und ohne den

Zusatz stabilisierender Hilfsstoffe vor.

Zur Untersuchung der thermischen Denaturierung wurden die Testlosungen mittels FTIR-
Spektroskopie und Mikrokalorimetrie unter dem Einfluss eines linearen Temperatur-
programmes beobachtet. Dariiber hinaus wurden die Zubereitungen bei 40°C in einem
Klimaschrank eingelagert und nach 1, 7, 14 und 42 Tagen visuell kontrolliert, sowie mittels
GroBenausschluss-, lIonenaustausch- und Umkehrphasenchromatographie, Lichtblockade-

Messung, SDS-PAGE und FTIR-Spektroskopie auf Instabilititen tiberpriift.
4.2 Ergebnisse und Diskussion
4.2.1 Nonisotherme Untersuchungen

Auf die Konformationsstabilitit von Proteinen haben Temperatureffekte einen erheblichen
Einfluss. Fiir die Entfaltung der Molekiile bei erhohter Temperatur ist als treibende Kraft die
Zunahme der Konformationsentropie verantwortlich [Dill et al. 1989]. Auch die nicht-
kovalenten Bindungen eines Molekiils, die fiir den Erhalt der nativen Struktur zustindig sind,
werden jedoch durch Wérmezufuhr beeinflusst. Wahrend Wasserstoftbriicken mit steigender
Temperatur abgeschwicht werden, nehmen die hydrophoben Wechselwirkungen bei
Temperaturerhohung allerdings zu [Volkin und Middaugh 1992]. Die Entfaltung des Molekiils
wird schlieBlich ab der Temperatur bevorzugt, bei der die Summe aller destabilisierenden

Krifte die stabilisierenden Kréfte iibersteigt.

Um fiir die beiden Modellproteine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 die Temperaturabhingigkeit
der Entfaltungsreaktion zu untersuchen, wurden zunidchst Messungen mittels FTIR-
Spektroskopie durchgefiihrt. Hierbei wurden strukturelle Verdnderungen der Molekiile unter
dem Einfluss eines linearen Temperaturgradienten erfasst. Auf diese Weise war es moglich, die
Denaturierungsvorginge sowohl qualitativ zu bewerten, als auch die Ubergangstemperatur der

Proteinentfaltung abzuschétzen.
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Abbildung II1.9: Ergebnisse der FTIR-Untersuchung von hul4.18-IL 2 in 20mM Citratpuffer: Verdnderung
der Originalspektren im Bereich der Amidbanden I und Il bei Temperaturerhohung von 30°C auf 90°C: Rote
Kurvenschar: < 68°C, graue Kurvenschar: 68°C bis 74°C, schwarze Kurvenschar: > 74°C.

Abbildung III1.9 stellt am Beispiel von hul4.18-IL 2 die FTIR-spektroskopisch ermittelten
Verinderungen der Amidbanden I (1600 — 1700 cm™) und II (1500 — 1600 cm™) bei linearem
Aufheizen der Probe (AT = 2K) im Bereich von 30°C bis 90°C dar.

Bei Temperaturen unterhalb 68°C war zwischen den einzelnen Spektren keine Verdnderung
festzustellen, wie in Abbildung III.9 anhand der rot markierten Kurvenverlaufe
nachzuvollziehen ist. Bei weiterer Temperaturerhdhung trat jedoch ein plotzlicher Anstieg der
Signalintensititen auf (graue Kurven), der die beginnende Prézipitation des Proteins anzeigte.
Die Intensititszunahme des IR-Signals erklérte sich hierbei in einer zunehmenden
Anreicherung des prézipitierten Materials auf der Kristalloberfliche der ATR-Einheit. Die
anhaltende Wérmezufuhr flihrte schlieBlich zur Verbreiterung der Amid-Banden und zu einer
Rot-Verschiebung des Amid-I-Maximums von ca. 1637cm™ nach etwa 1623cm™ (schwarze
Kurven), womit sich erste Hinweise auf die Entfaltung des Proteins und die Entstehung
intermolekularer B-Faltblatt Aggregate ergaben [Ismail et al. 1992, Dong et al. 1995, Dong et
al. 1997]. Zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrte auch die temperaturabhingige FTIR
spektroskopische Untersuchung von huKS-IL 2 (Abbildung I11.10). Auffillig war jedoch, dass
in diesem Fall alle spektralen Verdnderungen bereits bei niedrigeren Temperaturen einsetzten,

etwa die Préizipitation des Proteins bei 62°C.

Da eine umfassende qualitative Beurteilung der Denaturierungsvorginge anhand der
Originaldarstellung der Spektren nicht moglich war, wurde fiir die weitere Auswertung der
Kurven die zweite Ableitung errechnet. Diese ist im Bereich der Amid I Bande fiir huKS-IL 2
und hul4.18-IL 2 in Abbildung III.11 dargestellt.
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Abbildung I11.10: Ergebnisse der FTIR-Untersuchung von huKS-IL 2 in 20mM Citratpuffer: Verdnderung der
Originalspektren im Bereich der Amidbanden I und II bei Temperaturerhohung von 30°C auf 90°C: Rote

Kurvenschar: < 62°C, graue Kurvenschar: 62°C bis 68°C, schwarze Kurvenschar: > 68°C.

Bei beiden Proteine waren auch in der zweiten Ableitung vergleichbare Anderungen der
Spektren unter Temperatureinfluss festzustellen. Wiahrend jedoch die Kurvenverldufe fiir
hul4.18-IL 2 bis zu einer Temperaturerhdhung auf 68°C dem nativen Spektrum (schwarz)
entsprachen, waren erste Verdnderung (rote Kurven) fiir huKS-IL 2 bereits ab einer
Temperatur von 62°C zu finden. Hierbei machte sich insbesondere eine Verbreiterung und

' bemerkbar, die mit einer

Abnahme der Signalintenstdt fiir die Bande bei 1637cm’
Verschiebung der hoherfrequenten Bande bei 1689cm™ nach 1694cm™ einherging und auf die
beginnende Zerstdrung der B-Faltblattstruktur hindeutete. Der Intensititsverlust der Bande bei
1653 cm™ zeigte dariiber hinaus die Denaturierung helicaler Proteinstrukturen an. Im weiteren
Verlauf des Temperaturprogramms verschwanden die fiir das native Protein typischen Banden
nahezu vollstindig (graue Kurven) und machten die starke Zerstérung der Proteinfaltung
deutlich. Die damit einhergehende Neuentstehung einer Bande bei 1623cm™ in Verbindung mit
dem hoherfrequenten Signal bei 1694cm™ lieB sich als Zeichen fiir die Ausbildung
intermolekularer B-Faltblattstrukturen werten und war der Entstehung von nicht-nativen
Proteinaggregaten zuzuschreiben [Ismail et al. 1992, Dong et al. 1995]. Ein Vergleich mit
entsprechenden Verdffentlichungen zeigte, dass die thermisch induzierten Verédnderungen der
IR-Spektren fiir beide Immunzytokine denjenigen anderer Modellproteine wie BSA, Azurin,
oder B-Lactoglobulin sehr dhnlich waren [Clark et al. 1981, Byler und Purcell 1989, Ismail et
al. 1992, Dong et al. 1995]. Diese Beobachtung stiitzt eine von Dong publizierte Hypothese,

dass infolge thermischer Belastung charakteristische Umbildungen der Molekiile stattfinden,

die unabhéngig von der Sekundérstruktur des nativen Proteins sind [Dong et al. 1995].
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Abbildung II1.11: Ergebnisse der FTIR-spektroskopischen Untersuchung von huKS-IL 2 (links) und
hul4.18-IL 2 (rechts) in 20mM Citratpuffer: Verdinderung der 2. Ableitung im Bereich 1600 - 1700 cm™ bei
Temperaturerhéhung der Proben von 30°C auf 90°C (AT= 2K). Zugunsten einer besseren Ubersichtlichkeit
sind lediglich einige reprisentative Spektren aus der gesamten Kurvenschar dargestellt. Schwarz: Natives
Spektrum. Rot: Erste spektrale Verdnderungen treten bei 62 °C (huKS-IL 2) bzw. 68°C (hul4.18-IL 2) auf.

Grau: Die weitere Temperaturerhohung fiihrt zur vollstindigen Zerstorung des nativen Spektrums.

Ein erster visueller Vergleich der spektralen Veranderungen hatte gezeigt, dass im Fall von
huKS-IL 2 die Entfaltungsvorgéinge bereits bei tieferer Temperatur einsetzten als fiir
hul4.18-IL 2. Um diese Einschédtzung zu objektivieren, wurden in einem Diagramm die beiden
auffilligsten Verdnderungen der Spektren, die Signalintensitéten bei 1637cm™ (abnehmend)
und bei 1623cm™ (zunehmend) in Abhingigkeit von der Temperatur aufgetragen (Abbildung
[II.12). An die Kurvenverldufe wurde eine sigmoidale Funktion angepasst und die Onset-

Temperatur (T,) sowie der Mittelpunkt der Uberginge (T,,) bestimmt [Dong et al. 1997].

Bei der Gegentiberstellung der errechneten Werte fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 lieB sich die
optische Bewertung der IR-Spektren bestétigen, da sowohl T, als auch T, fiir huKS-IL 2 um
5 - 6°C tiefer lagen als fiir hul4.18-IL 2 (Tabelle I11.7).
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Abbildung I11.12: Ergebnisse der FTIR-spektroskopischen Untersuchung von huKS-IL 2 (links) und
hul4.18-IL 2 (rechts): Verinderung der Signalintensititen im Bereich 1637cm™ (gefiilltes Quadrat) und
1623¢m™ (offenes Quadrat) in Abhdngigkeit von der Probentemperatur.
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Um die offenbar unterschiedliche Thermostabilitit der beiden Immunzytokine durch eine
weitere analytische Methode zu bestétigen, wurden die Proteinlosungen im Folgenden mittels
Mikrokalorimetrie untersucht. Dieses Analysenprinzip eignet sich in hervorragender Weise zur
direkten Bestimmung der Ubergangstemperatur T, sowie gegebenenfalls weiterer
thermodynamischer Parameter der Proteinentfaltung [Remmele und Gombotz 2000]. Anders
als bei der FTIR-Spektroskopie wird bei der Mikrokalorimetrie nicht die Verdnderung von
Schwingungsfrequenzen, sondern die Aufnahme von Wirmeenergie zur Detektion von

Denaturierungsvorgéngen ausgenutzt [Privalov und Potekhin 1986].

Die fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 aufgenommenen Thermogramme sind in Abbildung
II1.13 dargestellt. Bei beiden Immunzytokinen zeigte die Kurve mehrere thermische
Uberginge, die vermutlich auf die Entfaltung unterschiedlicher Proteindominen zuriickgingen.
Fiir IgG wurden vergleichbare Ergebnisse bereits mehrfach verdffentlicht [Tischenko et al.

1982, Buchner et al. 1991, Gonzalez et al. 1995, Vermeer und Norde 2000].
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Abbildung II1.13: Thermogramme von huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2 (rechts) in 20mM Citratpuffer bei
pH 6,0. Die Heizrate betrug jeweils 2 K/Min.

Die Entfaltungstemperaturen T, bis Ty, ermittelt am Peakmaximum der Ubergiinge, wurden
fiir beide Fusionsproteine in Tabelle II1.7 zusammengefasst. Wie bei den spektroskopischen
Untersuchungen machte ein Vergleich der Daten deutlich, dass hul4.18-IL 2 eine hohere
thermische Resistenz besitzt als huKS-IL 2. Die einander entsprechenden Ubergangs-
temperaturen lagen im Fall von hul4.18-IL 2 ca. 4-6°C oberhalb der fir huKS-IL 2
gemessenen Werte. Diese Differenz entsprach den Resultaten der indirekten T,-Bestimmung
mittels IR, bei welcher ein Unterschied von 5-6°C zwischen den beiden Proteinen gefunden

wurde. Hinsichtlich der gemessenen Absolutwerte war ebenfalls eine gute Korrelation der
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beiden Analysenverfahren festzustellen, allerdings keine vollstindige Ubereinstimmung.
Ursache fiir die Abweichungen diirften sowohl die grundlegenden Unterschiede im
Messprinzip, als auch gerdtebedingte Unterschiede bei der Versuchsdurchfithrung (Heizrate,

Equilibrierzeit) sein [Chen 1995, Remmele et al. 1998].

FTIR-Spektroskopie Mikrokalorimetrie

T, 1637 T, 1637 To, 1623 T, 1623 Tt T2 T3

huKS-IL 2 64,5°C 67,8°C 62,3°C  66,1°C 67,9°C 76,1°C  85,5°C
hul4.18-IL2 | 69,7°C 73,0°C 68,6°C  71,5°C 73,6°C 80,6°C  89,1°C

Tabelle II1.7: Ubergangstemperatur der Proteinentfaltung, ermittelt durch FTIR-Spektroskopie und

Mikrokalorimetrie. Angaben zur Berechnung der Parameter sind im Text wiedergegeben.

4.2.2 Isotherme Lagerung bei 40°C

Unter dem Einfluss erhdhter Temperaturen entwickeln Proteine nicht nur eine verstirkte
Entfaltungstendenz, sondern neigen auch zu vermehrter Aggregatbildung und kovalenten

Abbaureaktionen [Kristjansson und Kinsella 1991, Volkin und Middaugh 1992].

Fiir die Immunzytokine wurden diese Instabilitidten durch Einlagern der Proteinlosungen iiber
bis zu sechs Wochen bei 40°C untersucht. Die isotherme Belastung der hilfsstofffreien
Zubereitungen fiihrte im Beobachtungszeitraum zu einer deutlichen Schadigung der

Wirkstoffe, wobei sowohl physikalische als auch chemische Abbauprozesse auftraten.
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Abbildung II1.14: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer und [dslichen Aggregaten
wdhrend sechswichiger Lagerung bei 40°C. Links: huKS-IL 2, rechts: hul4.18-IL 2. Schwarze Balken:

Monomer, graue Balken: Dimer, gelbe Balken: Multimere.
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Abbildung 1II.14 stellt zundchst den mittels SE-HPLC bestimmten Monomer- und
Aggregatgehalt der Proben im Verlauf der sechswochigen Lagerung dar. Verglichen mit den
Auswirkungen von Schiittel- oder Frier-Tau-Stress fiel hierbei eine verhéltnismafig geringe
Beeintrichtigung der beiden Immunzytokine auf. So war fiir hul4.18-IL 2 im Beobachtungs-
zeitraum nur eine geringe Abnahme des Monomergehaltes von 95,7% auf 93,2% nachweisbar.
Bei huKS-IL 2 war der Monomerenverlust etwas stirker ausgepridgt und sank innerhalb von
sechs Wochen von 95,1% auf 88,4% ab. Parallel dazu war fiir beide Proteine ein Riickgang der
Dimeren-Fraktion zu verzeichnen, wihrend der Anteil der 16slichen Multimere kontinuierlich
zunahm (Abbildung III.14) Wie die Lichtblockade-Messung und die Gehaltsbestimmung der
Proben zeigten, war die Bildung unldslicher Aggregate hingegen nur schwach ausgeprigt
(Tabelle II1.8). Lediglich fiir huKS-IL 2 konnte im Verlauf der 42 tdgigen Lagerung eine
fortschreitende Prazipitation des Wirkstoffes nachgewiesen werden. Fiir hul4.18-IL 2 blieb die

Entstehung unldslicher Aggregate hingegen vernachlissigbar.

Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2pum >10pm >25pm
huKS-IL 2
Ausgangswert 0 281 6 0
t=1d 0,5 1125 125 18
t=7d 3,2 3152 454 145
t=14d 4,0 11 026 1221 265
t=42d 4,4 36125 5000 625
hul4.18-1L 2
Ausgangswert 0 125 4 0
t=1d 0 481 13 3
t=7d 0 432 21 5
t=14d 0,3 345 32 6
t=42d 0,9 1 850 100 13

Tabelle II1.8: Ergebnisse der photometrischen Gehaltsbestimmung (A= 280 nm) und der Lichtblockade-
Messung: Bildung unléslicher Partikel wéihrend sechswochiger Lagerung bei 40°C.

Nach zweiwdchiger Lagerung fiel mit der Entstehung zusitzlicher Signale bei der
GroBenausschlusschromatographie eine Besonderheit bei der thermischen Belastung der
Proben auf. Die neu gebildeten Fraktionen besalen eine hohere Retentionszeit als die

Aggregat- oder Monomerfraktionen und stiegen im Beobachtungszeitraum geringfiigig (<1%),
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jedoch kontinuierlich an. Um im Folgenden der Vermutung nachzugehen, dass die Lagerung
bei erhohter Temperatur auch chemische Instabilititen der Fusionsproteine induziert hatte,
wurden Untersuchungen der Proben mittels Umkehrphasen- und Ionenaustausch-

chromatographie sowie mittels SDS-PAGE vorgenommen.
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Abbildung I11.15: RP-HPLC Spektrum von huKS-IL 2. Rote Kurve: oxidiertes Material nach Behandlung mit
0,1% H>0,. Blaue Kurve: huKS-IL 2 nach zweiwdchiger Lagerung bei 40°C. Das wichtigste Abbauprodukt
eluiert in beiden Fiillen bei derselben Retentionszeit (25,5 Min).

Tatséchlich ergaben sich bei der RP-HPLC Hinweise auf kovalente Abbauprozesse. Wahrend
fiir beide Fusionsproteine im Verlauf der sechswochigen Lagerung ein merklicher Abbau der
schweren Kette (inklusive Interleukin-2 Rest) gefunden wurde, blieb der Gehalt der leichten
Kette allerdings unverandert. Mit dem Verlust des intakten Proteins ging bei beiden
Immunzytokinen die Entstehung eines hydrophileren Abbauproduktes einher, das im
Beobachtungszeitraum stark anstieg (Abbildung III.16 auf der folgenden Seite). Ein Vergleich
mit dem bei H,0,-Oxidation entstehenden Zersetzungsmuster der Fusionsproteine gab
Hinweise darauf, dass es sich hierbei um ein Oxidationsprodukt handeln konnte (Abbildung
II1.15). Wie bereits die Aggregatbildung, war auch die Reaktionsgeschwindigkeit dieser
chemischen Instabilitét fiir huKS-IL 2 etwas hoher als fiir hul4.18-IL 2.

Aufgrund der Aminosduresequenz von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 wurde weiterhin vermutet,
dass auch Deamidierungsreaktionen am Abbau der beiden Proteine beteiligt sein konnten.
Besonders anfillig fiir Deamidierungen ist die Aminosduren-Abfolge Asn-Gly [Manning et al.

1989], die in der Primérstruktur von huKS-IL 2 sechsmal, in hul4.18-IL 2 achtmal zu finden
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ist. Tatsdchlich konnte mittels Ionenaustauschchromatographie im Lauf der Zeit die
Entstehung von Ladungsheterogenitdten in den Proteinproben nachgewiesen werden, die sich
durch die Einfilhrung von Carboxylsduregruppen erkldren lieBe (Abbildung II1.16). Die
Abbaugeschwindigkeit fiir huKS-IL 2 war dabei hoher als fiir hul4.18-IL 2, obwohl die
Sequenz von hul4.18-IL 2 eine groBere Zahl reaktiver Stellen enthdlt. Moglicherweise war
hierfiir eine unterschiedlich starke Entfaltung der Proteine verantwortlich, infolge welcher die
Flexibilitdt des Peptidriickgrates verstirkt und damit der Zugang von Wasser zu den reaktiven

Aminoséduregruppen erleichtert wurde [Tomizawa et al. 1995, Riha et al. 1996].
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Abbildung I11.16: Links: Ergebnisse der RP-HPLC. Dargestellt ist der Anteil der schweren Kette (schwarze
Balken) und die Entstehung des Oxidationsproduktes (graue Balken) wihrend sechs Wochen bei 40°C. Der
Anteil der schweren Kette in der Ausgangslosung betrug ca. 63 % fiir huKS-IL 2 bzw. ca. 59 % fiir
hul4.18-IL 2. Rechts: Ergebnisse der IEC. Das Diagramm zeigt den Anteil des Hauptpeaks (schwarze Balken)
und die Entstehung von Ladungsheterogenitditen (graue Balken) wéihrend sechs Wochen bei 40°C.

Hinweise auf weitere chemische Instabilititen der Immunzytokine ergab die Untersuchung
mittels SDS-PAGE. Im Verlauf des sechswochigen Beobachtungszeitraumes war in den Gelen
die Entstehung mehrerer schwacher Proteinbanden festzustellen, die auf unterschiedliche
Reaktionen zuriickgehen diirften. Grund zu dieser Annahme gab ein unmittelbarer Vergleich
der Ergebnisse von nicht reduzierter und reduzierter SDS-PAGE. So traten im nicht
reduzierten Gel zwei Banden auf, deren Molekulargewicht exakt mit der GroB3e der leichten
(ca. 23 kD) und schweren Kette (ca. 65 kD) der Fusionsproteine {ibereinstimmte (Abbildung
II1.17). Da weiterhin die Entstehung reduzierbarer Aggregate in den Proteinlosungen
nachgewiesen werden konnte, lag die Vermutung nahe, dass wihrend der Lagerung eine
Spaltung und Neubildung von Disulfidbriicken aufgetreten sein konnte. Fiir die Entstehung
zweier weiterer Banden, die durch den Zusatz von DTT nicht reduziert werden konnten und
ein Molekulargewicht von ca. 45 kD und ca. 105 kD besalen, konnte hingegen keine
abschlieBende Erklarung gefunden werden (Abbildung II1.17).
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Abbildung I11.17: Ergebnisse der SDS-PAGE am Beispiel hul4.18-IL 2: 1= Molekulargewichtsmarker, 2=
hul4.18-IL 2 Standard nicht reduzierte Probe, 3= hul4.18-IL 2 nach Lagerung iiber 42 Tage bei 40°C, nicht
reduzierte Probe, 4= hul4.18-IL 2 Standard reduzierte Probe, 5= hul4.18-IL 2 nach Lagerung iiber 42 Tage
bei 40°C, reduzierte Probe.

Neben diesen chemischen Instabilitdten wurden innerhalb des sechswochigen Beobachtungs-
zeitraumes mittels FTIR-Analytik auch Veranderungen an der Sekundérstruktur der Immun-
zytokine detektiert. In Abbildung III.18 auf der folgenden Seite sind die Spektren der nativen
Proteine zu Beginn der Versuchsreihe und die Messungen an den gelagerten Losungen
einander gegeniibergestellt. Fiir huKS-IL 2 war ein Intensitétsverlust sowie eine Verbreiterung
der Banden bei 1653cm™ und 1637cm™ festzustellen, was Hinweise auf die beginnende
Zerstorung der nativen Proteinfaltung sowohl im Bereich der o-helicalen als auch der B-
Faltblattanteile gab (Abbildung II1.18). Dariiber hinaus wurde eine Bandenverschiebung der
beiden Signale bei 1689cm™ (nach 1694cm™) und 1615cm™ (nach 1623cm™) gefunden, die als
Zeichen fiir die Ausbildung intermolekularer B-Faltblattstrukturen zu werten war und auf die
Entstehung nicht-nativer Proteinaggregate zuriickgehen diirfte [Ismail et al. 1992, Dong et al.
1995]. Damit entsprachen die spektralen Verianderungen qualitativ den Ergebnissen der
vorangehenden Studie zur Denaturierung der Proteine bei nonisothermer Belastung. Aufgrund
der Lagerung deutlich unterhalb der Denaturierungstemperatur von huKS-IL 2 war die
Entfaltung im Verlauf des sechswochigen Beobachtungszeitraumes jedoch nur langsam
fortgeschritten, so dass die IR-Spektren des nativen und gestressten Proteins eine recht hohe

Ubereinstimmung aufwiesen.
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Abbildung II1.18: Zweite Ableitung der FTIR-Spektren von nativem und thermisch belastetem huKS-IL 2
(links) und hul4.18-IL 2 (rechts) im Bereich 1600 — 1700 cm™: Durchgezogene Linie: Natives Spektrum;
Unterbrochene Linie: Spektrum der gelagerten Losungen nach 42 Tagen bei 40°C.

Noch schwicher ausgepragt waren die spektralen Verdnderungen im Fall von hul4.18-IL 2.
Der Intensititsverlust sowie die Verbreiterung der Banden bei 1653cm™ und 1637cm™ deuteten
aber auch fiir dieses Protein auf eine partielle Entfaltung im Bereich der helicalen und der
Faltblatt-Elemente hin. Die im Vergleich zu huKS-IL 2 schwichere Denaturierung stand im
Einklang mit den Daten der vorangehenden T,,-Bestimmungen, die fiir hul4.18-IL 2 eine

hohere Thermostabilitit attestiert hatte als fiir huKS-IL 2.

4.3 Zusammenfassung: Stabilitit bei thermischem Stress

Unter dem FEinfluss thermischer Belastung wurde deutlich, dass die Immunzytokine fiir eine
Reihe unterschiedlicher Abbaureaktionen anfillig sind, da neben physikalischen Instabilitdten
in der vorliegenden Versuchsreihe auch chemische Degradationswege der Proteine

nachgewiesen werden konnten.

Als kovalente Abbaureaktionen wurden sowohl Oxidations- und Deamidierungsprozesse, als
auch der Austausch von Disulfidbriicken-Bindungen beobachtet. Dieselben Instabilititen
wurden in mehreren Veroffentlichungen fiir Interleukin-2 [Hora et al. 1990, Vlasveld et al.
1993, Ha et al. 2002] beziehungsweise fiir verschiedene monoklonale Antikorper [Lam et al.

1997, Harris et al. 2000, Andya et al. 2003] beschrieben.

Anders als bei der Einwirkung von Schiittelstress oder Frier-Tau-Zyklen fiihrte die thermische
Belastung der Proben allerdings nur zu einer geringfligigen Prézipitatbildung. Bei beiden
Immunzytokinen itiberwog die Entstehung ldslicher Aggregatformen, lediglich im Fall von

huKS-IL 2 waren in geringem Umfang auch unlosliche Aggregate festzustellen.

Wie in allen vorangehenden Versuchsreihen war die Reaktionsgeschwindigkeit der Abbau-
vorgange fiir huKS-IL 2 jeweils hoher als fiir hul4.18-IL 2. Es wurde bereits an anderer Stelle

diskutiert, dass die ungleiche Aggregationstendenz beider Immunzytokine moglicherweise mit
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Unterschieden der Hydrophilie und der Oberflachenladung zusammenhéngen konnte. Im
vorliegenden Kapitel wurde auBerdem gezeigt, dass sich beide Proteine hinsichtlich ihrer
Schmelztemperatur unterscheiden. So wurde fiir huKS-IL 2 mittels FTIR-Spektroskopie und
Mikrokalorimetrie ein um ca. 5°C geringerer T,,-Wert gemessen als fiir hul4.18-IL 2. Auch
dieser Parameter trug vermutlich zu den Stabilititsunterschieden der Rezepturen bei. Die
niedrigere Denaturierungstemperatur von huKS-IL diirfte sowohl die Entfaltung des Proteins
wihrend der Lagerung beschleunigen, als auch infolge der Flexibilititserhohung des

Peptidriickgrates chemische Instabilitdten erleichtern.

Da die thermische Resistenz von Proteinen wesentlich von der Zusammensetzung der
umgebenden Losung abhingt, ldsst sich die Geschwindigkeit von Abbauprozessen iiber
Formulierungsvariablen beeinflussen [Volkin und Middaugh 1992]. Zur Erhohung der
Konformationsstabilitdt hat sich neben der Optimierung des pH-Wertes und der lonenstirke
der Zusatz von Hilfsstoffen (wie z.B. Disacchariden) bewahrt [Timasheff und Arakawa 1989,
Chan et al. 1996, Tsai et al. 1993, MclIntosh et al. 1998]. Ob sich durch diese MaBBnahmen
gleichzeitig auch die chemische Stabilitdt eines Proteins verbessert, muss jeweils im Einzelfall
tiberpriift werden. Die Optimierung des pH-Wertes gestaltet sich beispielsweise oft schwierig,
da kovalente und physikalische Abbaureaktionen unter jeweils kontriren Bedingungen
verstiarkt werden. Diese Problematik wurde auch im Fall von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2
deutlich, wie sich im weiteren Verlauf dieser Arbeit zeigen sollte. Versuche zur Optimierung

der thermischen Stabilitit der Inmunzytokine werden in Kapitel VI beschrieben.
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5  Stabilitit der Immunzytokine in Abhangigkeit vom pH-Wert

5.1 Versuchsdurchfiithrung

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die physikalische und chemische Stabilitit von huKS-IL 2
und hul4.18-IL 2 zu evaluieren, wurde das Abbauverhalten der Immunzytokine in einem pH-
Bereich von 4,0 bis 8,0 untersucht. Hierbei lagen die Modellproteine in einer Konzentration
von 1 mg/ml in einem Polypuffersystem aus den Komponenten Nariumcitrat, Natrium-
phosphat, TRIS und Natriumchlorid vor. Aufgrund der unterschiedlichen pk,-Werte der
einzelnen Pufferkomponenten bot das System die Moglichkeit, bei anndhernd gleichbleibender

Zusammensetzung der Losungen den pH-Wert {iber einen weiten Bereich zu variieren.

Zur Untersuchung des Aggregationsverhaltens wurden die Zubereitungen entsprechend der in
Kapitel I11.2 beschriebenen Versuchsreihe mehrere Tage lang bei Raumtemperatur geschiittelt,
wobei nach 0, 24, 48 und 72 Stunden Proben zur Analyse entnommen wurden. Die thermische
Denaturierung der Proteine wurde unter dem Einfluss eines linearen Temperaturgradienten
mittels FTIR-Spektroskopie bestimmt. Dariiber hinaus wurden Aliquots der Losungen bei
40°C in einem Klimaschrank eingelagert und nach 1, 7, 14, 28 und 42 Tagen auf eventuelle
Instabilititen tiberpriift. Zur Beurteilung der Abbaureaktionen wurden dabei Untersuchungen
mittels GroBenausschluss-, lonenaustausch- und Umkehrphasenchromatographie, Licht-

blockade-Messung, SDS PAGE und FTIR-Spektroskopie vorgenommen.
5.2 Ergebnisse und Diskussion: pH-Studie im Bereich pH 4,0 bis 8,0
5.2.1 Schiittelstress

Schon seit langem ist bekannt, dass die Wahl des pH-Wertes eine entscheidende Rolle fiir die
chemische und physikalische Stabilitit von Proteinen spielt [Jaenicke 1987]. Am
isoelektrischen Punkt erscheinen die Molekiile nach auflen hin ungeladen, so dass infolge
verringerter elektrostatischer AbstoBungskrifte die Assoziat- oder Aggregatbildung begiinstigt
wird. Andererseits ist bei pH-Werten, die weit vom isoelektrischen Punkt eines Proteins
entfernt sind, eine Zunahme der Entfaltungstendenz zu beobachten, welche auf die Erh6hung
der elektrostatischen AbstoBung zwischen gleichsinnig geladenen Aminosdureseitenketten
zuriickgeht [Jaenicke 1987]. Weiter beeinflusst wird das Denaturierungsverhalten durch das
Vorliegen ionisierbarer Gruppen, deren pk,-Werte sich in nativem und denaturiertem Zustand
infolge unterschiedlicher intramolekularer Wechselwirkungen verédndern [Tan et al. 1995, Chiti

et al. 1998].
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In Ubereinstimmung mit diesen theoretischen Uberlegungen zeigten sich auch fiir die
Modellproteine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 erhebliche Stabilititsunterschiede in
Abhingigkeit vom pH-Wert der Zubereitungen. So war unter dem Einfluss von Schiittelstress
fir beide Proteine mit steigendem pH-Wert ein fortschreitender Riickgang des
Monomergehaltes zu beobachten, der im Fall von huKS-IL 2 mit zunehmender
Prizipitatbildung korrelierte (Abbildung II1.19 und Tabelle II1.9). Fiir hul4.18-IL 2 war bei
Erhohung des pH-Wertes vermehrt die Bildung 16slicher Aggregate zu verzeichnen, wihrend
die Partikelzahlen nur schwach anstiegen. Nur bei pH 8,0 nahm ab dem Zeitpunkt der zweiten
Probenahme (t= 48h) auch fiir hul4.18-IL 2 die Partikellast merklich zu, wobei gleichzeitig die
Anzahl 16slicher Aggregate zuriickging (Tabelle I11.9).

Die verstéirkte Aggregatbildung der Proteinlosungen bei hoheren pH-Werten korrelierte gut mit
dem im Rahmen der Frier-Tau-Studien erhobenen Datensatz (Kapitel 111.3.3) und diirfte durch
eine reduzierte kolloidale Stabilitdt der Losungen erkldrbar sein. Da der isoelektrische Punkt
beider Immunzytokine im basischen Bereich liegt (huKS-IL 2: 8,5; hul4.18-IL 2: 8.8),
resultiert die Erhohung des pH-Wertes von pH 4,0 auf pH 8,0 in einer fortschreitenden
Neutralisierung der Oberflichenladung, infolge welcher die Zusammenlagerung der

Proteinmolekiile erleichtert wird [Jaenicke 1987, Fersht 1999].
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Abbildung II1.19: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer und loslichen Aggregaten
nach 72 stindigem Schiitteln bei verschiedenen pH-Werten. Links: huKS-IL 2, rechts: 14.18-IL 2. Schwarze
Balken: Monomer, graue Balken: losliche Aggregate.

Der zunehmende Monomerenverlust bei steigendem pH-Wert stand jedoch den Ergebnissen
der Frier-Tau-Studie entgegen, die im Bereich von pH 5,0 bis 6,0 eine geringe Abnahme des
Monomergehaltes im Sauren attestiert hatte. Eine Erklarung fiir diesen Widerspruch konnte
sein, dass das Abbauverhalten der Proteine bei Schiittelstress stark durch die kolloidale
Stabilitdt der Losungen dominiert wird, wéhrend unter dem Einfluss von Frier-Tau-Stress

weitere Effekte, wie die mit sinkendem pH-Wert zunehmende Entfaltungstendenz hervortreten.
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Anzahl Partikel pro ml Losung
>2pm >10pm >25um

huKS-IL 2

pH 4,0 4142 86 0

pH 5,0 33120 1890 220

pH 6,0 83 406 5334 294

pH 7,0 103 016 6 786 570

pH 8,0 140 356 11354 860
hu14.18-1L 2

pH 4,0 1455 21 6

pH 5.0 4740 26 0

pH 6,0 5674 104 4

pH 7,0 7 948 52 8

pH 8,0 54 787 542 135

Tabelle I11.9: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung: Bildung unloslicher Partikel bei huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 unter dem FEinfluss von 72 stiindigem Schiittelstress und in Abhdngigkeit vom pH-Wert der

Zubereitungen.

5.2.2 Isotherme Lagerung bei 40°C

Komplexer als die Beurteilung des Aggregationsverhaltens der Proteine bei Schiittelstress war
die Auswertung der pH-Studie bei gleichzeitiger thermischer Belastung der Proben, da im
Versuchsverlauf neben physikalischen Instabilititen auch unterschiedliche chemische

Abbaureaktionen auftraten.

Mittels SE-HPLC war schon nach eintégiger Lagerung der Proteinlosungen bei den pH-Werten
4,0 und 8,0 eine starke Abnahme der Monomerfraktion zu verzeichnen (ohne Abbildung).
Zunichst unverindert blieb der Monomergehalt dagegen in Formulierungen des pH-Bereiches
5,0 bis 7,0. Um Unterschiede zwischen den Zubereitungen herausarbeiten zu konnen, wurde
die Einlagerung der Proben moglichst lange aufrechterhalten, wobei die Versuchsreihe
schlieBlich aus Materialmangel nach sechs Wochen abgebrochen werden musste. Den Status
des Monomergehaltes am Ende dieses Beobachtungszeitraumes sowie die Menge der
entstandenen 16slichen Aggregate gibt Abbildung II1.19 wieder. Als Stabilitdtsoptimum
kristallisierte sich fiir beide Immunzytokine der pH-Bereich von 5,0 bis 6,0 heraus, zu dessen

Feinabstimmung im Anschluss eine weitere Versuchsreihe durchgefiihrt wurde.
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Abbildung II1.20: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer und loslichen Aggregaten
nach sechswochiger Lagerung bei 40°C und verschiedenen pH-Werten. Links: huKS-IL 2, rechts: hul4.18-IL 2.
Schwarze Balken: Monomer, graue Balken: losliche Aggregate.

Wie in den vorangehenden Versuchsreihen fiel eine schnellere Abnahme des Monomergehaltes
fiir huKS-IL 2 als fiir hul4.18-IL 2 auf, die unabhéngig vom pH-Wert auftrat. Im pH-Bereich
von 5,0 bis 8,0 war mit steigender Basizitdt der Losungen fiir beide Wirkstoffe eine Zunahme
der Aggregation bemerkbar, was den Ergebnissen bei mechanischer Belastung der Proben
entsprach. Ebenfalls in Ubereinstimmung mit diesen Resultaten war bei hul4.18-IL 2
vorwiegend die Bildung l6slicher Aggregate zu beobachten, wihrend im Fall von huKS-IL 2
verstirkt unlosliche Partikel entstanden (Abbildung I11.20 und Tabelle I11.10).

Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2pum >10pm >25um

huKS-IL 2

pH 4,0 98,7 1 620 450 27 364 9812

pH 5,0 7,4 19 634 2740 196

pH 6,0 8,2 24 280 3154 254

pH 7,0 19,7 112 408 6 254 856

pH 8,0 65,3 546 780 15 966 1763
hu14.18-1L 2

pH 4,0 90,3 899 456 14 780 4762

pH 5,0 2,2 540 14 2

pH 6,0 2,5 968 56 4

pH 7,0 3,7 1456 238 4

pH 8,0 4,2 3750 422 38

Tabelle II1.10: Ergebnisse der photometrischen Gehaltsbestimmung (A= 280 nm) und der Lichtblockade-
Messung: Bildung unléslicher Partikel bei huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 in Abhdngigkeit vom pH-Wert der
Zubereitungen wihrend sechswéchiger Lagerung bei 40°C.
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Lediglich bei pH 4,0 wurden fiir beide Immunzytokinen gleicherma3en ausschlieBlich
unlosliche Aggregate generiert. Im sauren pH-Bereich wichen die Versuchsergebnisse damit
vollig von den Resultaten der Schiittelstress-Studie ab. Als Ursache hierfiir wurden das
Auftreten chemischer Degradationsvorgdnge oder starke Konformationsinderungen der
Proteine bei thermischer Belastung angenommen. Zur Klirung dieses Sachverhaltes erfolgte
eine  weitere  Charakterisierung der  Proben  mittels = Umkehrphasen-  und

Ionenaustauschchromatographie, SDS-PAGE sowie FTIR-Spektroskopie.

Tatsdchlich wurden auch bei der RP-HPLC grof3e Stabilititsunterschiede in Abhéngigkeit vom
pH-Wert der Losungen deutlich (Abbildung II1.21). Fiir beide Fusionsproteine offenbarte sich
im Verlauf des sechswochigen Beobachtungszeitraumes ein erheblicher Abbau der schweren
Kette (inklusive Interleukin-2 Rest), der im stark sauren (pH 4,0) und neutralen (pH 7,0 bis
8,0) pH-Bereich besonders ausgepréigt war. Eine Schiadigung der leichten Kette war hingegen
ausschlieBlich bei saurem pH-Wert (pH 4,0) festzustellen. Mit dem Verlust des intakten
Proteins ging bei beiden Immunzytokinen die Bildung mehrerer Abbauprodukte einher.
Aufgrund der unterschiedlichen Retentionszeiten der neu entstehenden Fraktionen war zu

vermuten, dass diese in Abhéngigkeit vom pH-Wert auf verschiedene Instabilitdtsreaktionen

zuriickgingen.
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Abbildung I11.21: Ergebnisse der RP-HPLC: Schwere (schwarze Balken) und leichte Kette (graue Balken)
nach sechswochiger Lagerung bei 40°C und verschiedenen pH-Werten. Links: huKS-IL 2, rechts: hul4.18-IL 2.
Die Ausgangswerte sind jeweils als durchbrochene Linie markiert.

Die in allen Proben dominanteste Nebenkomponente war hierbei das Oxidationsprodukt der
schweren Kette. Dieses trat verstirkt im neutralen pH-Bereich auf und stieg im Verlauf der

sechswochigen Lagerung bei beiden Modellproteinen in erheblichem Umfang an (Abbildung
I11.22 auf der folgenden Seite).
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In Anbetracht der Tatsache, dass mit zunehmendem pH-Wert eines Systems auch dessen
Oxidationspotential erhoht wird [Akers 1982, Li et al. 1995], lieB sich fiir die von pH 4,0 nach
pH 7,0 wachsende Anfilligkeit der Immunzytokine fiir oxidativen Abbau eine schliissige
Erklarung finden. Als Ursache der neuerlichen Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit bei pH
8,0 kommt moglicherweise die starke Aggregatbildung im basischen pH-Bereich in Frage, da
diese zu einer partiellen Abschirmung reaktiver Aminosduren fiihren kann [Shechter et al.

1975].
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Abbildung I11.22: Ergebnisse der RP-HPLC: Entstehung des Oxidationsproduktes wdihrend sechswéchiger
Lagerung bei 40°C und verschiedenen pH-Werten. Links: huKS-IL 2, rechts: hul4.18-IL 2.

Der Abbau der Immunzytokine durch Deamidierungsreaktionen wurde mit Hilfe der
Ionenaustauschchromatographie untersucht. Hierbei war fiir beide Proteine mit steigendem pH-
Wert der Losungen eine erhebliche Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit zu verzeichnen,
wobei huKS-IL 2 stets schneller abgebaut wurde als hul4.18-IL 2 (Abbildung I11.23 auf der
folgenden Seite). Die beobachtete pH-Abhidngigkeit der Zersetzungsreaktion stimmte gut mit
den Verdffentlichungen anderer Autoren zur Deamidierung verschiedener Proteine und Peptide
iberein, die einen ,,V“-formigen Verlauf des pH-Profils mit einem Minimum bei pH 3 - 4
beschreiben [Patel und Borchardt 1990, DiDonato und D" Allesio 1981]. Bei hoherem pH-Wert
(> pH 4) lauft die Reaktion bevorzugt iiber die Entstehung einer Succinimid-Zwischenstufe ab,
die sich durch den nucleophilen Angriff eines deprotonierten Amid-Stickstoffs auf die
Carbonyl-Seitengruppe eines Asparaginrestes bildet. Da bei steigendem pH-Wert die
Deprotonierung des Amid-Stickstoffs erleichtert wird, kommt es bei zunehmender Basizitét
der Proteinlosungen zu einer Beschleunigung der Abbaureaktion [Bummer und Koppenol

2000].
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Abbildung II1.23: Ergebnisse der IEC: Entstehung von Ladungsheterogenitditen wdhrend sechswdéchiger
Lagerung bei 40°C und verschiedenen pH-Werten. Links: huKS-IL 2, rechts: 14.18-IL 2. Bei pH 4,0 konnte
aufgrund des durch Prdzipitation stark verringerten Proteingehaltes keine Auswertung der Daten erfolgen.
Schwarze Balken: Hauptpeak, graue Balken: Nebenprodukte.

Die Ergebnisse der SDS-PAGE machten ebenfalls den starken Einfluss des pH-Wertes auf die
Stabilitdt der beiden Modellproteine deutlich (Abbildung II1.24). AusschlieBlich bei pH 4,0
war in den thermisch belasteten Proben eine starke Fragmentierung der Molekiile nachweisbar,
die Hinweise auf einen hydrolytischen Abbau der Peptidbindungen gab und eine Erkldrung fiir
den ausgeprigten Monomerenverlust und das abweichende Aggregationsverhalten der
Immunzytokine bei diesem pH-Wert bieten diirfte. Aus der Literatur ist bekannt, dass die
Sequenz X-Asp-Y eine hohe Hydrolyseempfindlichkeit besitzt, wobei die Bindungen Asp-Gly
und Asp-Pro besonders schnell gespalten werden [Manning et al. 1989, Powell 1994]. Da diese
Sequenzen in der Primérstruktur von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 mehrmals enthalten sind,
lieB sich die Anfilligkeit der Immunzytokine gegeniiber Hydrolysereaktionen plausibel

erklaren.

Im pH-Bereich von pH 5,0 bis 8,0 dhnelten die Ergebnisse der SDS-PAGE den Resultaten der
im vorangehenden Kapitel erlduterten Versuchsreihe zur thermischen Belastung in Citratpuffer
pH 6,0. Fiir beide Proteine wurden erneut die zwei nicht reduzierbaren Banden mit einem
Molekulargewicht von ca. 45 kD und ca. 105 kD gefunden, wobei die Intensitét der Signale
mit steigendem pH-Wert leicht zunahm. Auch die beiden 23 kD und 65 kD schweren
Bruchstiicke im nicht-reduzierten Gel, die moglicherweise infolge einer Spaltung der leichten
und schweren Kette entstanden, traten verstirkt bei hoheren pH-Werten auf. Ein ebensolches
pH-Profil wurde fiir die Entstehung kovalenter, reduzierbarer Aggregate beobachtet. Eine
Erklarung fir diese Ergebnisse liefert ein Blick auf den Reaktionsmechanismus des
Disulfidbriickenaustausches. Als reaktive Spezies bei diesem Prozess fungiert ein Thiolat-

Anion, das durch nucleophilen Angriff auf das Schwefelatom einer Disulfidgruppe die
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Entstehung einer neuen, inkorrekten Disulfidbindung induziert. Da der anionische Charakter
von Thiolgruppen im Alkalischen dominiert, wird die Reaktionsgeschwindigkeit des

Disulfidbriickenaustausches mit steigendem pH-Wert erhoht [Manning et al. 1989].
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Abbildung I11.24: SDS-PAGE am Beispiel von hul4.18-IL 2. Dargestellt sind die Ergebnisse nach
sechswochiger Lagerung bei 40°C. Reihe oben: Nicht-reduzierte Proben; unten: Reduzierte Proben.: 1= MG-
Marker; 2= hul4.18-IL 2 Standard; 3= pH 4, 4=pH 5; 5=pH 6, 6=pH 7; 7= pH 8.

Neben dem kovalenten Abbau der Immunzytokine wurde mittels FTIR-Spektroskopie
schlieBlich noch das Ausmal} der strukturellen Schiadigung nach thermischer Belastung der
Proben bei verschiedenen pH-Werten untersucht. Abbildung II1.25 stellt am Beispiel von
huKS-IL 2 bei pH 4,0 bis 8,0 jeweils die zweite Ableitung des Amid-I Spektrums der

Losungen unmittelbar nach Herstellung sowie nach sechswochiger Lagerung bei 40°C dar.
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Abbildung II1.25: Ergebnisse der FTIR-Spektroskopie: Dargestellt ist die zweite Ableitung der Spektren von
nativem und thermisch belastetem huKS-IL 2 (Bereich 1600 — 1700 cm™) bei verschiedenen pH-Werten. Alle
Abbildungen zeigen jeweils das Spektrum der Proteinlosungen unmittelbar nach Herstellung (durchgezogene
Linie) bzw. nach sechswochiger Lagerung bei 40°C (unterbrochene Linie). Links oben: pH 4,0; Rechts oben:
pH 5,0, Links Mitte: pH 6,0, Rechts Mitte: pH 7,0; Links unten: pH 8,0.

Wihrend zwischen den frisch hergestellten Zubereitungen noch keinerlei spektrale
Unterschiede auffielen, wurden infolge der thermischen Belastung erhebliche Verdnderungen
in Abhédngigkeit vom pH-Wert deutlich. Sowohl bei huKS-IL 2 als auch bei hul4.18-IL 2
(ohne Abbildung) deuteten die IR-Spektren der gelagerten Proben bei pH 4,0 auf eine

vollstindige Zerstorung der nativen Strukturelemente hin. Weniger stark ausgepriagt war die
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Denaturierung der beiden Proteine bei pH 5,0. Insbesondere der Intensititsverlust der B-
Faltblatt-Bande bei 1637cm™ sowie die leichte Blau-Verschiebung und Intensititszunahme des
Signals bei 1689cm™ gaben aber auch hier deutliche Hinweise auf strukturelle Verinderungen
der Immunzytokine. Es sei zudem erwéhnt, dass fiir hul4.18-IL 2 bei pH 5,0 (ohne Abbildung)
eine hohere Ubereinstimmung mit dem nativen Spektrum gefunden wurde als fiir huKS-IL 2.
In Losungen der pH-Werte 6,0 bis 8,0 schlieBlich waren fiir beide Proteine keine signifikanten
Abweichungen gegeniiber den nativen Spektren festzustellen. Um dennoch ein mdglichst
vollstindiges Bild vom Einfluss des pH-Wertes auf die Konformationsstabilitit der Molekiile
zu erhalten, wurde in einer weiteren Versuchsreihe durch nonisotherme Untersuchungen die

Denaturierungstemperatur von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 bei pH 4,0 bis 8,0 bestimmt.

5.2.3 Nonisotherme Untersuchungen

Die mittels FTIR erfassten temperaturinduzierten Verdnderungen der Proteinstruktur
entsprachen bei allen pH-Werten qualitativ den Ergebnissen der in Kapitel I11.4 dargestellten
Messreihe. In Abbildung I11.26 sind beispielhaft fiir hul4.18-IL 2 bei pH 4,0 die
Originalspektren im Bereich der Amidbanden I und II sowie die zweite Ableitung im Bereich

der Amid-I-Bande im Temperaturverlauf wiedergegeben.
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Abbildung II1.26: Ergebnisse der FTIR-Untersuchung von hul4.18-IL 2 in TCPS-Puffer pH 4,0. Links:
Verdnderung der Originalspektren im Bereich der Amidbanden I und Il bei Temperaturerhohung von 30°C auf
90°C (AT= 2K): Rote Kurvenschar: < 50°C, graue Kurvenschar: 50°C bis 54°C, schwarze Kurvenschar:
> 54°C. Rechts: Verinderung der 2. Ableitung im Bereich 1600 — 1700 cm™ bei Temperaturerhohung der
Proben von 30°C auf 90°C. Zugunsten einer besseren Ubersichtlichkeit sind lediglich einige reprisentative
Spektren aus der gesamten Kurvenschar dargestellt. Schwarz: Natives Spektrum. Rot: Erste spektrale
Verdnderungen treten bei 50 °C auf. Grau: Die weitere Temperaturerhéhung fiihrt zur vollstindigen

Zerstérung des nativen Spektrums.
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Beim Vergleich der Messzyklen fiel jedoch auf, dass in Abhédngigkeit vom pH-Wert bei beiden
Immunzytokinen die Entfaltungsvorgdnge bei jeweils unterschiedlichen Temperaturen
einsetzten. Wie bereits in Kapitel III1.4 beschrieben, wurden daher die Signalintensititen der
Spektren bei 1637cm™ und bei 1623cm™ im Temperaturverlauf aufgetragen und durch
Anpassen einer sigmoidalen Funktion die Onset-Temperatur (T,) sowie der Mittelpunkt der
Uberginge (T,,) bestimmt. Eine Gegeniiberstellung der errechneten Daten (Tabelle II1.11)
macht deutlich, dass bei beiden Proteinen mit der Erhohung des pH-Wertes auch ein Anstieg
der Denaturierungstemperatur einherging. Dieses Ergebnis stimmte gut mit theoretischen
Uberlegungen iiberein, die infolge verringerter elektrostatischer AbstoBung zwischen
gleichsinnig geladenen Aminosdureresten eine Abnahme der Entfaltungstendenz bei
Anndherung an den isoelektrischen Punkt der Proteine (huKS-IL 2: 8,5; hul4.18-IL 2: 8,8)

vermuten lieflen.

Unabhéngig vom pH-Wert der Zubereitungen bestitigten die Versuchsergebnisse zudem die
unterschiedliche thermische Resistenz von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 (vergleiche Kapitel
[I1.4). Wéhrend jedoch im sauren pH-Bereich nur geringe Differenzen zwischen beiden
Proteinen festzustellen waren, kristallisierten sich mit steigendem pH-Wert auch stérker
werdende Unterschiede zwischen den Entfaltungstemperaturen heraus. So besall hul4.18-IL 2
bei pH 4,0 lediglich eine um ca. 1°C hohere Denaturierungstemperatur als huKS-IL 2, bei pH
8,0 betrug der Unterschied dagegen bereits ca. 15°C.

FTIR-Spektroskopie
To, 1637 Tm, 1637 To, 1623 Tm, 1623
huKS-IL 2
pH 4,0 49,9 °C 53,7°C 49,7 °C 53,5°C
pH 5,0 61,5°C 64,6 °C 60,0 °C 62,8 °C
pH 6,0 62,2 °C 65,2 °C 61,1 °C 64,1 °C
pH 7,0 62,9 °C 66,3 °C 62,0 °C 65,0 °C
pH 8,0 63,5 °C 66,9 °C 63,1 °C 66,0 °C
hul4.18-IL 2
pH 4,0 51,8 °C 55,0 °C 49,8 °C 53,9°C
pH 5,0 62,7 °C 66,3 °C 61,9 °C 64,5 °C
pH 6,0 67,8 °C 70,3 °C 66,8 °C 69,0 °C
pH 7,0 72,9 °C 76,2 °C 72,5 °C 74,9 °C
pH 8,0 77,8 °C 82,5°C 77,4 °C 81,1 °C

Tabelle I1I.11: Ubergangstemperatur der Proteinentfaltung, ermittelt durch FTIR-Spektroskopie. Angaben

zur Berechnung der Parameter sind im Text wiedergegeben.
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53 Zusammenfassung: Stabilitit in Abhéingigkeit vom pH-Wert

Die vorliegenden Studien machen deutlich, dass pH-Wert Effekte einen maB3geblichen Einfluss
auf die Stabilitdt der Immunzytokine besitzen. Wie bereits in Kapitel I11.4 dieser Arbeit gezeigt
wurde, sind am Abbau der Proteine unterschiedliche physikalische und chemische
Degradationsprozesse beteiligt, auf deren Reaktionsgeschwindigkeit Verdnderungen des pH-

Wertes teilweise kontridre Auswirkungen haben.

In Ubereinstimmung mit theoretischen Betrachtungen [Jaenicke 1987, Fersht 1999] wurde im
Bereich von pH 5,0 bis 8,0 bei Anndherung an den isoelektrischen Punkt der Proteine eine
Abnahme der Entfaltungstendenz bei gleichzeitiger Verstirkung der Aggregatbildung
beobachtet. Beide Effekte lassen sich schliissig auf die verringerten AbstoBungskréfte
zwischen ionisierbaren Molekiilgruppen zuriickfiihren. Wie in den vorangehenden
Versuchsreihen entstanden infolge thermischer Belastung bei hul4.18-IL 2 eher 16sliche

Aggregate, wihrend bei huKS-IL 2 auch unldsliche Aggregate gebildet wurden.

Ein hiervon abweichendes Verhalten war allerdings bei pH 4,0 festzustellen, wo beide Proteine
gleichermallen starke Prézipitationstendenzen aufwiesen. Eine Erkldrung dafiir kann die
ausschlieBlich bei diesem pH-Wert beobachtete Fragmentierung der Molekiile sein, die auf

hydrolytische Abbaureaktionen der Peptidkette zuriickgehen diirfte.

Alle weiteren Degradationsprozesse der Immunzytokine, d.h. Oxidation, Deamidierung und
Disulfidbriickenaustausch, wurden hingegen mit fortschreitender Alkalisierung der Losungen
beschleunigt. Ursache hierfiir diirfte einerseits die Zunahme des Oxidationspotentials bei
hoheren pH-Werten zu sein, andererseits der verstdrkt anionische Charakter des Amid-
Stickstoffs bzw. der Thiolgruppen im Basischen, der nucleophile Angriffsreaktionen

erleichtert.

Die teilweise kontrdren pH-Profile der verschiedenen Abbauprozesse machten die Ermittlung
eines flir die Gesamtstabilitdt der beiden Immunzytokine optimalen pH-Wertes schwierig.
Dennoch lieBen die vorliegenden Daten annehmen, dass ein guter Kompromiss mit der
Einstellung auf einen Bereich zwischen pH 5,0 und 6,0 erreicht werden konnte. Zur
Feinabstimmung des pH-Wertes wurde im Rahmen der Formulierungsfindung eine weitere

Versuchsreihe durchgefiihrt (Kapitel VI).
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6  Stabilitit der Immunzytokine in Abhangigkeit von der Ionenstirke

6.1 Versuchsdurchfiithrung

Durch den Zusatz verschiedener Natriumchlorid-Konzentrationen (0 bis 500 mM) zu den
Losungen der Immunzytokine in Citratpuffer sollte der Einfluss der lonenstirke auf die

Proteinstabilitit untersucht werden.

Analog der vorausgehenden pH-Studie wurden die Zubereitungen sowohl unter dem Einfluss
von bis zu 72 stiindigem Schiitteln getestet als auch wéhrend einer bis zu sechswdchigen
Einlagerung bei 40°C. Zur analytischen Charakterisierung der Proben wurden
GroBenausschluss-, Ionenaustausch- und Umkehrphasenchromatographie, Lichtblockade-

Messung, SDS-PAGE und FTIR-Spektroskopie eingesetzt.
6.2 Ergebnisse und Diskussion
6.2.1 Schiittelstress

Aus der Literatur ist bekannt, dass der Einfluss von Salzen auf die Stabilitit therapeutischer
Proteine duBlerst komplex und daher schwer vorherzusagen ist. Ob die Salzzugabe
stabilisierende, destabilisierende oder gar keine Effekte auf den Wirkstoff hat, hingt nicht nur
von Art und Konzentration des eingesetzten Salzes ab, sondern auch vom pH-Wert der
Losung, sowie von der Natur ionischer Wechselwirkungen und geladener

Aminosdureseitenketten innerhalb des Proteins [Kohn et al. 1997].
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Abbildung I11.27: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer und loslichen Aggregaten
nach 72 stiindigem Schiitteln bei verschiedenen Ionenstdrken. Links: huKS-IL 2, rechts: hul4.18-IL 2. Schwarze
Balken: Monomer, graue Balken: losliche Aggregate.
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In den Schiittelstress-Versuchen mit huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 fiihrte der Zusatz steigender
Natriumchlorid-Anteile von 0 bis 500mM zu einer Verstarkung der Aggregationstendenz. In
Abbildung III.2 auf der vorigen Seite wird dies anhand des zunehmenden Monomerenverlustes
beider Proteine deutlich. Im Fall von hul4.18-IL 2 nahm bei Erhéhung der lonenstirke
auBerdem die Entstehung loslicher Aggregate sowie die Anzahl subvisibler Partikel zu
(Abbildung II1.26 und Tabelle II1.21). Auch in den Rezepturen mit huKS-IL 2 fiel bei
Erhohung der Salzkonzentration ein Anstieg der Partikelzahlen auf (Tabelle 111.12).

Eine Erklarung flir die bei hoherem NaCl-Gehalt verstirkte Aggregatbildung der Proteine
konnte die wachsende Maskierung der Oberflichenladung durch die Gegenionen des Salzes
sein, infolge welcher die elektrostatische AbstoBung zwischen den Proteinmolekiilen reduziert
wird. Die Erhohung der Ionenstirke erleichtert somit dhnlich der pH-Wert-Verschiebung in
Richtung des isoelektrischen Punktes (vergleiche Kapitel III.5) die Zusammenlagerung
einzelner Molekiile zu groBeren Aggregaten oder Préazipitaten und verringert die kolloidale
Stabilitit der Proteinlosungen [Cleland et al. 1993]. Auf diesen Abschirmeffekt wurde bereits
die bei Insulin [Brange et al. 1997], RNase [Tsai et al. 1998] und rhGCSF [Chi et al. 2003]

beobachtete  Verstirkung der Aggregationstendenz bei  zunehmender Ionenstirke

zuriickgefiihrt.
Probe Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2pm =10pm =>25pm
huKS-IL 2
0 mM 15,3 149 900 4230 130
50 mM 14,7 151 700 3980 170
100 mM 17,2 234 800 4 820 160
500 mM 24,1 281 500 6 980 330
hul4.18-IL 2
0 mM 7,7 8038 354 5
50 mM 6,5 8 425 542 7
100 mM 6,2 9020 620 15
500 mM 8,0 10 690 885 22

Tabelle III.12: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung und der photometrischen Gehaltsbestimmung
(2= 280 nm): Bildung unloslicher Partikel unter dem FEinfluss von 72 stiindigem Schiittelstress und in
Abhdingigkeit von der lonenstdrke.
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6.2.2 Isotherme Lagerung bei 40°C

In einer weiteren Versuchsreihe sollte der Einfluss der Ionenstirke auf die Lagerstabilitit der
Immunzytokine evaluiert werden. Neben der Bildung von Aggregaten stand in dieser Studie

auch die chemische Stabilitit der Molekiile im Blickpunkt der Untersuchungen.
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Abbildung I11.28: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer und loslichen Aggregaten
nach sechswochiger Lagerung bei 40°C und verschiedenen Salzkonzentrationen. Links: huKS-IL 2, rechts:

hul4.18-IL 2. Schwarze Balken: Monomer, graue Balken: [dsliche Aggregate.

Gemiss den Ergebnissen der SE-HPLC (Abbildung II1.28) hatte die Ionenstirke jedoch nur
einen geringen Einfluss auf die Stabilitdt der Proteine bei thermischer Belastung. Fiir beide
Proteine wurde nur bei sehr hoher Salzkonzentration (500 mM NaCl-Zusatz) eine leichte

Beschleunigung des Monomerenverlustes bzw. der Aggregatbildung festgestellt.

Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2pm >10pm >25pm

huKS-IL 2

0 mM 3,3 27232 3300 232

50 mM 2,8 35583 3350 733

100 mM 4,3 39766 3350 800

500 mM 6,7 66 766 8634 1 000
hu14.18-1L 2

0 mM 0,8 340 40 6

50 mM 0,6 882 73 28

100 mM 1,2 3310 965 46

500 mM 2,4 6675 635 41

Tabelle III.13: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung und der photometrischen Gehaltsbestimmung
(A= 280nm): Bildung unloslicher Partikel in Abhdngigkeit von der lonenstirke nach sechswochiger Lagerung
der Proben bei 40°C.



115 I11. Ergebnisse und Diskussion Teil 1

Wie ein Vergleich mit den Lichtblockade-Messungen der Proben verdeutlichte (Tabelle I11.13),
zeichnete sich huKS-IL 2 dabei wiederum durch eine hohere Prizipitationstendenz aus als
hul4.18-IL 2. Die vorliegenden Ergebnisse wiesen somit eine gute Korrelation zu den vorab

ermittelten Daten bei mechanischer Belastung der salzhaltigen Immunzytokinlésungen auf.
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Abbildung I11.29: Links: Ergebnisse der RP-HPLC fiir huKS-IL 2: Wiederfindung von schwerer (schwarze
Balken) und leichter (graue Balken) Kette in Abhdngigkeit von der lonenstirke nach sechswéchiger Lagerung
bei 40°C. Der Anteil der schweren und leichten Kette in der Ausgangslosung betrug ca. 63% (HC) bzw. 27%
(LC). Rechts: Ergebnisse der IEC fiir huKS-IL 2: Hauptpeak (schwarze Balken) und Ladungsheterogenitdten
(graue Balken) in Abhdngigkeit von der lonenstirke nach sechswaéchiger Lagerung bei 40°C.

Ein Einfluss der lonenstirke auf chemische Instabilititen konnte fiir keines der beiden
Modellproteine nachgewiesen werden. Wie bereits in Kapitel 111.4 dieser Arbeit diskutiert, war
zwar im Verlauf der sechswochigen Lagerung mittels Umkehrphasen-, lonenaustausch-
chromatographie und SDS-PAGE die Entstehung verschiedener kovalenter Degradations-
produkte zu beobachten, eine Reduktion oder Beschleunigung der Abbaureaktionen infolge
veranderter Salzkonzentrationen wurde hingegen nicht gefunden. Am Beispiel von huKS-IL 2
ist dieser Sachverhalt in Abbildung II1.29 anhand der Ergebnisse der RP-HPLC und IEC,
sowie in Abbildung I11.30 anhand der SDS-Gele dargestellt.

Diese Beobachtung deckt sich mit verschiedenen Studien anderer Arbeitskreise, die die
Abhingigkeit chemischer Instabilititen von der Ionenstdrke der Proteinzubereitungen
untersuchten. Cross und Schirch konnten beispielsweise zeigen, dass bei der Deamidierung
mehrerer Pentapeptide kein Zusammenhang zwischen der Geschwindigkeit der Abbaureaktion
und der lonenstirke der Losungen bestand [Cross und Schirch 1991]. Die Oxidationsrate von
hIGF-I wurde entsprechend einer Untersuchung von Fransson und Hagman durch Zusitze von
Natriumchlorid ebenfalls nicht verdndert [Fransson und Hagman 1996]. Auch auf den
oxidativen Abbau von rekombinantem Relaxin hatten verschiedene NaCl-Konzentrationen von

0,007 bis 0,21 M keinen Einfluss [Nguyen et al. 1993].
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Ein anderes Verhalten wurde allerdings bei den Proteinen hGH und Somatotropin beobachtet,
wo mit steigender Ionenstirke auch eine Zunahme der Deamidierungsrate einherging

[Pearlman und Bewley 1993, Davio und Hagemann 1993].
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Abbildung 111.30: Ergebnisse der SDS-PAGE am Beispiel hul4.18-IL 2. Dargestellt sind die Untersuchungen
nach sechswochiger Lagerung der Losungen bei 40°C. Obere Reihe: Nicht-reduzierte Proben, untere Reihe:
Reduzierte Proben: Bahn 1= Molekulargewichtsmarker, Bahn 2= hul4.18-IL 2 Standard, Bahn 3= Losung pH
4; Bahn 4= Losung pH 5; Bahn 5= Lésung pH 6; Bahn 6= Lésung pH 7, Bahn 7= Losung pH 8.

Neben den chemischen Instabilititen wurde schlielich mittels FTIR-Spektroskopie noch der
Einfluss der Ionenstirke auf die Entfaltungstendenz der Proteine bei thermischer Belastung
evaluiert. Abbildung II1.31 stellt am Beispiel von huKS-IL 2 die zweite Ableitung des Amid-I-
Spektrums von Losungen mit NaCl-Zusidtzen von 0 bis 500 mM dar, wobei jeweils Messungen

unmittelbar nach der Herstellung sowie nach sechswochiger Lagerung der Zubereitungen
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bei 40°C vorgenommen wurden. Wenngleich sich anhand der IR-Spektren fiir alle huKS-IL 2
haltigen Proben nach Lagerung Verdnderungen der Sekundirstruktur nachweisen lieen, war
ein Zusammenhang zwischen der Ionenstirke der Losungen und dem Ausmall der
stattfindenden Proteindenaturierung nicht erkennbar. Vielmehr schienen in allen Zubereitungen
die Entfaltungsvorginge sowohl qualitativ als auch quantitativ in gleicher Weise
fortzuschreiten. Fiir hul4.18-IL 2 wurde nach sechswochiger Lagerung nur eine geringe
Verdnderung der Spektren beobachtet (ohne Abbildung), wobei auch bei diesem Protein kein

Einfluss der Ionenstérke auf die Entfaltungstendenz festzustellen war.

Um sich jedoch nicht allein auf den eher subjektiven Vergleich der Proteinspektren zu
verlassen, wurde in einer weiteren Versuchsreihe durch nonisotherme Untersuchungen die
Denaturierungstemperatur von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 bei verschiedenen lonenstdrken

mittels FTIR-Spektroskopie bestimmt.
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Abbildung II1.31: Ergebnisse der FTIR-Spektroskopie: Dargestellt ist die zweite Ableitung der Spektren von
nativem und thermisch belastetem huKS-IL 2 (Bereich 1600 — 1700 cm™) bei verschiedenen Ionenstirken. Alle
Abbildungen zeigen jeweils das Spektrum der Proteinlosungen unmittelbar nach Herstellung (durchgezogene
Linie) bzw. nach sechswichiger Lagerung bei 40°C (unterbrochene Linie). Links oben: 0 mM NaCl-Zusatz,
Rechts oben: 50 mM NaCl-Zusatz, Links unten: 100 mM NaCl-Zusatz; Rechts unten: 500 mM NaCl-Zusatz.
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6.2.3 Nonisotherme Untersuchungen

Wie zu erwarten, entsprachen die thermisch induzierten Verdnderungen der IR-Spektren
qualitativ den Ergebnissen der vorangehenden Versuchsreihen (Kapitel 111.4.2.1 und I11.5.2.3).
Am Beispiel von hul4.18-IL 2 in Gegenwart von 500mM NaCl ist dies in Abbildung II1.32
dargestellt. In der zweiten Ableitung der Spektren machte sich deutlich die Abnahme der
Signalintensitit bei 1637cm” bemerkbar, die mit einer Verschicbung der hoherfrequenten
Bande bei 1689cm™ nach 1694cm™ einherging und auf die Zerstérung der B-Faltblattelemente
hindeutete. Am Intensititsverlust der Bande bei 1653cm™ war dariiber hinaus die
Denaturierung helicaler Proteinstrukturen erkennbar. Bei fortschreitender Erhéhung der
Probentemperatur verschwanden die fiir das native Protein typischen Banden nahezu
vollstindig, wihrend gleichzeitig die Neuentstehung einer Bande bei 1623cm™ in Verbindung
mit dem hoherfrequenten Signal bei 1694cm™ Hinweise auf die Ausbildung nicht-nativer

Proteinaggregate gab [Ismail et al. 1992, Dong et al. 1995].
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Abbildung I11.32: Ergebnisse der FTIR-Untersuchung von hul4.18-IL 2 in Citratpuffer pH 6,0 mit 500 mM
NaCl-Zusatz. Links: Verdnderung der Originalspektren im Bereich der Amidbanden [ und II bei
Temperaturerhohung von 30°C auf 90°C (AT= 2K): rote Kurvenschar: < 68°C, graue Kurvenschar: 68°C bis
70°C, schwarze Kurvenschar: > 70°C. Rechts: Verinderung der 2. Ableitung im Bereich 1600 — 1700 cm™ bei
Temperaturerhéhung der Proben von 30°C auf 90°C. Zugunsten einer besseren Ubersicht sind lediglich einige
reprdsentative Spektren aus der gesamten Kurvenschar dargestellt. Schwarz: Natives Spektrum. Rot: Erste
spektrale Verdnderungen treten bei 70 °C auf. Grau: Die weitere Temperaturerhéhung fiihrt zur vollstindigen
Zerstérung des nativen Spektrums.

Die entsprechend Kapitel II1.4 anhand der Signalintensititen bei 1637cm™ und 1623cm™
errechneten Ubergangstemperaturen der Proteinentfaltung sind fiir alle Zubereitungen
vergleichend in Tabelle IIl.14 zusammengefasst. Sowohl fiir huKS-IL 2 als auch fiir

hul4.18-IL 2 wurde durch den Zusatz steigender Natriumchlorid-Anteile eine Zunahme der
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Entfaltungstemperatur bewirkt, die sich moglicherweise durch verringerte AbstoBungseffekte
zwischen ionisierbaren Seitenketten infolge der Abschirmung durch die Gegenionen des Salzes
erkldren ldsst. Dennoch schien der Einfluss der lonenstéirke auf die Konformationsstabilitit der
Immunzytokine eher gering zu sein. Eine groBere Bedeutung konnte diesem Parameter unter
Umstidnden bei einer Anderung des pH-Wertes zukommen, infolge welcher sich der

Ladungszustand der Aminosdureseitenketten erhoht.

FTIR-Spektroskopie
T,, 1637 T, 1637 T,, 1623 T, 1623
huKS-IL 2
0 mM 64,5 °C 67,8 °C 62,3 °C 66,1 °C
50 mM 64,8 °C 67,9 °C 62,8 °C 66,1 °C
100 mM 65,0 °C 67,9 °C 62,8 °C 66,3 °C
500 mM 65,2 °C 68,0 °C 63,2 °C 66,5 °C
hu14.18-IL 2
0 mM 69,7 °C 73,0 °C 68,6 °C 71,3 °C
50 mM 70,1 °C 73,0 °C 69,4 °C 71,5 °C
100 mM 70,2 °C 73,4 °C 70,3 °C 71,9 °C
500 mM 70,4 °C 73,8 °C 70,5 °C 72,2 °C

Tabelle I11.14: Ubergangstemperatur der Proteinentfaltung, ermittelt durch FTIR-Spektroskopie anhand der
Signalintensititen bei 1637cm™ und 1623cm™.

6.3 Zusammenfassung: Stabilitit in Abhéingigkeit von der Ionenstiirke

Mit der vorliegenden Versuchsreihe sollte der Einfluss der Ionenstirke auf die Stabilitét der
beiden Immunzytokine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 untersucht werden. Dabei wurde deutlich,
dass der Zusatz unterschiedlicher NaCl-Anteile von 0 bis 500mM lediglich Konsequenzen fiir

die physikalische Stabilitét, nicht jedoch fiir die chemische Stabilitdt der Substanzen hatte.

So nahm mit steigender Salzkonzentration insbesondere die Aggregationstendenz der Proteine
zu. Dabei war fiir hul4.18-IL 2 vorzugsweise die Bildung I6slicher Aggregate zu beobachten,
wiahrend bei huKS-IL 2 verstirkt auch Prizipitate gebildet wurden. Fiir beide Proteine war
unter dem Einfluss von Schiittelstress eine generell hohere Prizipitationsneigung festzustellen

als unter thermischer Belastung.
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Eine Erklarung fiir die verstirkte Aggregatbildung bei steigendem Natriumchlorid-Gehalt der
Zubereitungen diirfte die Maskierung der Oberflaichenladung durch die Gegenionen des Salzes

sein, infolge welcher sich die AbstoBungskrifte zwischen den Molekiilen verringern.

Die Abschirmung geladener Aminosdureseitenketten konnte auch die Ursache fiir die leicht
verbesserte Konformationsstabilitdt beider Proteine bei hoherem Salzgehalt darstellen. Da
dieser stabilisierende Effekt jedoch nur sehr schwach ausgeprigt ist, erscheint der Zusatz von
Natriumchlorid zu Formulierungen der Immunzytokine nicht ratsam. Vielmehr sollte die
Ionenstirke moglichst gering gehalten werden, um Aggregationserscheinungen entgegen zu
steuern. Diese  Erkenntnisse wurden fiir die in Kapitel VI beschriebene
Formulierungsentwicklung ausgenutzt. Zur Isotonisierung der Zubereitungen wurde hierbei auf
die Verwendung von Natriumchlorid verzichtet. Stattdessen wurden stabilisierende Hilfsstoffe
wie Saccharose oder Trehalose in ausreichend hoher Konzentration eingesetzt, um eine

isotonische Losung zu erhalten.
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IV. ERGEBNISSE UND DISKUSSION TEIL 2:
Vergleichende  Untersuchungen zur  Stabilitit  der
Fusionsproteine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 mit den
monoklonalen Antikérpern huKS und hul4.18 sowie dem
Zytokin Interleukin-2

1  Einfiihrung

Bei den im vorigen Kapitel beschriebenen Experimenten mit huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2
waren zwischen beiden Proteinen deutliche Unterschiede aufgefallen. Unabhéngig von der
Wahl der Stressbedingungen hatte sich huKS-IL 2 stets als anfilliger fiir Aggregations- und

Zersetzungsreaktionen erwiesen als hul4.18-IL 2.

Aufgrund der speziellen Struktur der Immunzytokine war es von besonderem Interesse, den
Untersuchungen der Fusionsproteine auch Stabilitdtstests mit den beiden monoklonalen
Antikérpern huKS und hul4.18 sowie dem Zytokin Interleukin-2 gegeniiberzustellen. Durch
solche Vergleichsstudien sollte die Frage geklart werden, ob sich moglicherweise anhand der
Stabilitatsdaten der einzelnen Komponenten bereits das Stabilitdtsverhalten der entsprechenden
Konstrukte abschitzen liee. Weiterhin sollten die Untersuchungen aufzeigen, ob einer der
beiden Molekiilteile die Gesamtstabilitit der Fusionsproteine in besonderer Weise dominiert.
Derartige Erkenntnisse konnten den Aufwand fiir die Formulierungsentwicklung und die
Stabilitdtsuntersuchungen mit weiteren Immunzytokinen unter Umstdnden wesentlich

reduzieren.
2 Stabilitit der Proteine bei mechanischer Belastung

2.1 Versuchsdurchfiithrung

Fiir vergleichende Untersuchungen mit den Fusionsproteinen standen geringe Mengen der
beiden Antikorper-Komponenten huKS und hul4.18 sowie des Zytokins Interleukin-2 zur
Verfiigung. Zunichst wurde die Empfindlichkeit dieser Molekiile gegeniiber mechanischer
Belastung analog zu der in Kapitel II1.2 dargestellten Versuchsreihe mit Immunzytokinen
durch horizontales Schiitteln der Proteinlosungen bei Raumtemperatur getestet. Wiederum
enthielten die Zubereitungen neben den Modellproteinen 20mM Natriumcitratpuffer bei einem

pH-Wert von 6,0, jedoch keine stabilisierenden Hilfsstoffe.
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Um die Konzentrationsverhiltnisse in den Immunzytokin haltigen Losungen zu simulieren,
wurden die Antikorper in einer Konzentration von 0,8 mg/ml eingesetzt, Interleukin-2 wurde in
einer Konzentration von 0,2 mg/ml verwendet. Zur Beurteilung auftretender Denaturierungs-
und Aggregationsprozesse wurden im Fall der Antikorper nach 0, 24, 48 und 72 Stunden je
zwei Proben entnommen, flir Interleukin-2 wurde zur Einsparung von Proteinmaterial der
Probenzug nach 48 Stunden ausgelassen. Die Testlosungen wurden jeweils visuell kontrolliert
sowie einer photometrischen  Gehaltsbestimmung und  Untersuchungen mittels
GroBenausschlusschromatographie,  Lichtblockademessung  und  FTIR-Spektroskopie
unterzogen. Auf weitere analytische Untersuchungen, etwa zur Bewertung chemischer

Instabilititen, musste aus Griinden des erh6hten Materialbedarfs verzichtet werden.

2.2 Ergebnisse und Diskussion

Interessanterweise lieBen sich beim Datenvergleich von Immunzytokinen (entnommen aus
Kapitel II1.2), Antikdrpern und Interleukin-2 betrichtliche Unterschiede hinsichtlich ihres

Stabilitdtsverhaltens bei mechanischer Belastung feststellen.
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Eine ausgesprochen hohe Unempfindlichkeit gegeniiber Schiittelstress besall der Antikorper
hul4.18. Wihrend des 72 stiindigen Beobachtungszeitraumes war mittels SE-HPLC nur ein
geringfiigiger Monomerenverlust nachweisbar, der mit einer leichten Zunahme 16slicher
Aggregate einherging (Abbildung 1V.1). Die Bildung unldslicher Aggregate spielte hingegen
keine nennenswerte Rolle, wie die nahezu unverdnderten Partikelzahlen bei der Lichtblockade-
messung sowie die photometrische Gehaltsbestimmung der Proben zeigten (Tabelle 1V.1).
Unter denselben Versuchsbedingungen war fiir das Immunzytokin hul4.18-IL 2 ein
erheblicher Riickgang der Monomerfraktion aufgefallen, der sich zunédchst in der Bildung
l6slicher Aggregate (Abbildung IV.1), bei anhaltender Belastung auch in der Entstehung von
Prizipitaten niedergeschlagen hatte (Tabelle IV.1).

Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2um >10pm >25um

hul4.18

t=0h 0 196 28 0

t=24h 0,2 132 12 0

t=48h 0 234 10 0

t=72h 0,3 880 10 2
hu14.18-1L 2

t=72h 13,4 11192 186 6
huKS

t=0h 0 144 5

t=24h 0,1 176 61

t=48h 2,7 9347 58

t=72h 5,2 14 601 141 21
huKS-IL 2

t=72h 19,5 137 406 3435 134

Tabelle 1V.1: Ergebnisse der photometrischen Gehaltsbestimmung (= 280 nm) und der Lichtblockade-
messung fiir die beiden Antikérper huKS und hul4.18: Bildung unléslicher Partikel unter dem Einfluss von
Schiittelstress. Zu Vergleichszwecken wurden die 72h-Werte der Immunzytokine (entnommen aus Kapitel I11.2)
ebenfalls in der Tabelle aufgefiihrt.

Das zweite Immunglobulin, huKS, reagierte auf mechanischen Stress etwas empfindlicher als
hul4.18, was den bei den Immunzytokinen beobachteten Tendenzen entsprach. Im Verlauf des
72 stiindigen Beobachtungszeitraumes war bei huKS eine verstirkte Abnahme der Monomer-
fraktion zu beobachten, die zunéchst nur mit der Bildung l6slicher Aggregate einherging

(Abbildung IV.1). Nach 48 Stunden indizierte der plotzliche Anstieg der Partikellast sowie die
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Abnahme des Proteingehaltes (Tabelle IV.1) schlieBlich auch die Entstehung von Prézipitaten.
Ein Datenvergleich mit huKS-IL 2 machte aber deutlich, dass sowohl der Monomerenverlust
als auch die Aggregat- bzw. Prizipitatbildung fiir den Antikorper schwicher ausgefallen war
als fuir das korrespondierende Immunzytokin. Dieses Ergebnis stimmte mit den vergleichenden
Untersuchungen von hul4.18 und hul4.18-IL 2 iiberein und belegte, dass sich die Anbindung
des Zytokinrestes negativ auf die Stabilitdt der Antikorper auswirkt. Von groBem Interesse war
daher die Frage, ob hierfiir eine besonders starke Anfilligkeit des Interleukin-2 Molekiils
gegeniiber Schiittelstress verantwortlich ist oder ob die Empfindlichkeit gegeniiber

mechanischer Belastung erst infolge der Fusion der Proteinkomponenten entsteht.

Den Veroffentlichungen mehrerer Arbeitskreise war zu entnehmen, dass Interleukin-2
tatsdchlich duBerst empfindlich auf mechanische Belastung reagiert. So beobachteten Hora et
al. in Losungen des Interleukin-2 Muteins Ser'? eine ausgeprigte Partikelbildung infolge von
Schiittelstress [Hora et al. 1990]. Fiir rekombinantes Interleukin-2 wurde aulerdem ein starker
Verlust der biologischen Aktivitdt bei Verabreichung iiber eine Infusionspumpe [Tzannis et al.
1996] sowie beim Schiitteln der Lésungen [Wang und Johnston 1993] nachgewiesen. Dennoch
war anhand dieser Publikationen das Verhalten des Zytokins gegeniiber dem der beiden
Antikérper nur schlecht einzuschétzen. Zur Beurteilung dieser Frage war es vielmehr
erforderlich, Stabilititsdaten aller Proteine miteinander zu vergleichen, die unter jeweils

analogen experimentellen Bedingungen erzeugt wurden.

Proteinverlust Monomergehalt Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) (%) >2um >10pum >25um
Interleukin-2
t=0h 0 100 1472 52 3
t=24h 94,2 33 357912 8217 86
t=72h 100 0 672 273 15760 1017

Tabelle IV.2: Ergebnisse der photometrischen Gehaltsbestimmung (A= 280 nm), der SE-HPLC sowie der
Lichtblockademessung fiir Interleukin-2: Abnahme des Monomergehaltes und Bildung unloslicher Aggregate
unter dem Einfluss von Schiittelstress.

In einer nachfolgenden Versuchsreihe wurde daher die mechanische Belastbarkeit von
Interleukin-2 selbst {liberpriift. Dabei liel sich eine auffillig hohe Labilitdt des Zytokins
feststellen, die mit den zitierten Literaturdaten im Einklang stand. Bereits nach 24 stiindigem
Schiitteln der Losungen war mittels SE-HPLC ein ausgepridgter Monomerenverlust

nachweisbar, der bis zum Ende der Studie nach 72 Stunden in einem vollstdndigen Verlust der
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Monomerfraktion miindete (Tabelle 1V.2). Anders als bei den Immunzytokinen und
Antikérpern wurde fiir IL-2 auBlerdem zu keinem Zeitpunkt die Entstehung 16slicher
Aggregatformen gefunden, sondern vielmehr starke Prézipitatbildung beobachtet (Tabelle
IV.2). Diese Ergebnisse erhirteten den Verdacht, dass flir das unterschiedliche Stabilitéts-
verhalten der Antikorper und ihrer korrespondierenden Immunzytokine wesentlich die hohe

Anfalligkeit des IL-2 Anteils gegeniiber mechanischem Stress verantwortlich sein diirfte.

In Kapitel III dieser Arbeit wurde bereits dargelegt, dass als Ursache der mechanisch
induzierten Aggregatbildung in der Literatur die Adsorption und Denaturierung der Molekiile
an hydrophoben Oberflichen in Kombination mit der Einwirkung von Scherkréften diskutiert
wird [Henson et al. 1970, Sluzky et al. 1991, Maa und Hsu 1997]. Weitere Untersuchungen
sollten daher der Frage nachgehen, ob sich die beobachteten Stabilititsunterschiede von
hul4.18, huKS und IL-2 bei Schiittelstress mdglicherweise mit strukturellen Verdnderungen
der Molekiile korrelieren lassen. Zur Erfassung von Konformationsinderungen bei
mechanischer Belastung wurde in Analogie zu den Versuchsreihen der Immunzytokine auch
flir die beiden Antikorper und Interleukin-2 ein Strukturvergleich der nativen und gestressten
Proben mittels FTIR-Spektroskopie durchgefiihrt. Die zweite Ableitung der ermittelten
Spektren ist in Abbildung IV.2 dargestellt.
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Abbildung 1IV.2: Zweite Ableitung der FTIR-Spektren von nativem und mechanisch belastetem huKS (oben
links), hul4.18 (oben rechts) und IL-2 (unten) im Bereich 1600-1700cm™. Durchgezogene Linien: Native
Spektren; Unterbrochene Linien: Spektren nach 72 stiindiger Belastung der Proben durch Schiittelstress.
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Fiir die Immunglobuline huKS und hul4.18 wiesen die nativen Spektren mehrere Signale bei
1615cm™, 1637cm™, 1668cm™ und 1689cm™ auf. Dabei lieBen sich die beiden Banden bei
1637cm™ und 1689cm™ den B-Faltblattanteilen der Molekiile zuordnen, das Signal bei
1668cm™ dagegen den Turn-Strukturen. Die Bande bei 1615cm™ diirfte auf Aminoséure-
Seitenketten oder auf B-Faltblattelemente zuriickgehen [Krimm und Bandekar 1986, Cooper
und Knutson 1995, Costantino et al. 1997]. Die auftillige Dominanz der B-Faltblattbande bei
1637cm™ stand im Einklang mit den bekannten Rontgenstrukturdaten von IgG-Antikorpern
[Voet und Voet 1995]. Dariiber hinaus zeigten die Messungen eine gute Ubereinstimmung mit
den bereits veroffentlichten FTIR-Untersuchungen verschiedener Immunglobuline [Fu et al.

1994, Costantino et al. 1997].

Das bei den Immunzytokinen beobachtete Signal helicaler Strukturelemente bei 1654cm™ war
wie erwartet im Fall der Antikorper nicht zu finden. Vielmehr dominierte diese Bande das
Spektrum von Interleukin-2, ebenfalls dargestellt in Abbildung IV.2. Weitere Signale bei
1615cm™, 1637cm™, 1668cm™ und 1682cm™, die vermutlich auf B-Faltblatt- sowie Turn-
Elemente zuriickgingen, waren im Spektrum des nativen Zytokins nur schwach ausgeprigt.
Auch dieses Ergebnis stimmte sowohl mit den IR-Untersuchungen anderer Arbeitskreise
[Prestrelski et al. 1995, Fink 1998] als auch mit den verdffentlichten Rontgenstruktur- und
NMR-Daten von Interleukin-2 [Brandhuber et al. 1987, Mott et al. 1992] gut iiberein.

Wie bereits bei den Immunzytokinen lie sich auch fiir die beiden Antikorper keine
wesentliche Verdnderung der Infrarot-Spektren infolge mechanischer Belastung feststellen, die
Hinweise auf Entfaltungsvorginge geben konnten (Abbildung IV.2). Da die FTIR-Analytik
lediglich eine globale Bewertung der Molekiilkonformation ermdglicht, ist allerdings nicht
auszuschliefen, dass geringfligige Strukturverdnderungen zwar stattfanden, analytisch aber

unentdeckt blieben [Sarver und Kriiger 1991].

Fiir Interleukin-2 lieBen sich im Gegensatz zu den Antikorpern strukturelle Veranderungen
unter dem Einfluss von Schiittelstress nachweisen. So gab die Intensititszunahme bei 1637cm™
in Verbindung mit der neu entstehenden Bande bei 1694cm™ Hinweise auf die Bildung
intermolekularer ~ B-Faltblatt-Strukturen, wihrend gleichzeitig der Riickgang der
Signalintensititen bei 1654cm™ und 1668cm™ Entfaltungsvorginge im Bereich der helicalen
Elemente und Turn-Strukturen vermuten lie. Die vergleichsweise starke Denaturierung von
Interleukin-2 konnte nicht nur eine Erklarung fiir die erhohte Aggregationsneigung dieses
Proteins bieten, sondern moglicherweise auch die Stabilititsunterschiede zwischen den

Antikorpern und ihren korrespondierenden Zytokin-Konstrukten erklaren.



127 IV. Ergebnisse und Diskussion Teil 2

Andererseits spiegelte sich aber die unterschiedliche Aggregatbildung bei huKS und hul4.18
in den IR-Ergebnissen nicht wieder. Dies verdeutlicht, dass die Aggregationstendenz der
Proteine nicht generell mit strukturellen Verdnderungen in Zusammenhang gebracht werden
kann. Vielmehr ist zu vermuten, dass fiir die Stabilitdtsunterschiede der Modellproteine
verschiedene Faktoren verantwortlich sind. Auch aus der Literatur ist bekannt, dass
Entfaltungsvorginge und Aggregationsreaktionen nicht unmittelbar zusammenhéngen miissen.
Von einigen Autoren wurde gezeigt, dass einerseits die Bildung von Aggregaten bereits durch
marginale Umfaltungen eines nativen Proteins ausgelost werden kann [Kendrick et al. 1998,
Krishnan et al. 2002, Chi et al. 2003]. Andererseits wurde darauf hingewiesen, dass selbst
unter stark denaturierenden Bedingungen nicht zwangslaufig Aggregationsvorginge auftreten
miissen [Tsai et al. 1998, Chi et al. 2003]. Eine wesentliche Rolle bei der Aggregatbildung
scheint neben der Molekiilfaltung beispielsweise die kolloidale Stabilitidt von Proteinlésungen
zu spielen [Kendrick et al. 1998, Tsai et al. 1998, Krishnan et al. 2002, Chi et al. 2003]. Diese
wird insbesondere von elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen
beeinflusst und hédngt somit von der Oberflichenladung der Proteine ab. Unter den
experimentellen Bedingungen der vorliegenden Versuchsreihe nahm die Ladung der
Modellproteine aufgrund der unterschiedlichen pI-Werte in der Reihenfolge IL-2 < huKS-IL 2
< huKS < hul4.18-IL 2 < hul4.18 zu. Analog dazu sollte sich die kolloidale Stabilitdt der
Losungen verbessern und zur Verringerung von Aggregationserscheinungen fiihren. Die
experimentell ermittelten Versuchsergebnisse standen mit diesen theoretischen Uberlegungen

im Einklang.

Auch weitere Faktoren konnten jedoch fiir die unterschiedlichen Stabilititseigenschaften von
Interleukin-2, Antikorpern und Immunzytokinen verantwortlich sein. Ergidnzende

Untersuchungen zur Kldrung dieser Frage sind in den nachfolgenden Kapiteln beschrieben.
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3 Stabilitit der Proteine bei Frier-Tau-Stress

3.1 Versuchsdurchfiihrung

Um zu tiberpriifen, ob Stabilititsunterschiede zwischen den Immunzytokinen, Antikérpern und
Interleukin-2 auch unter dem Einfluss weiterer Stressfaktoren nachweisbar sind, wurden huKsS,
hul4.18 und IL-2 analog zu der in Kapitel III.3 beschriebenen Versuchsreihe im Verlauf von
vier Frier-Tau-Zyklen getestet. Die Proteinkonzentration betrug hierbei 0,8 mg/ml fiir huKS und
hul4.18 sowie 0,2 mg/ml fiir Interleukin-2 in einer 20mM Natriumcitratpufferlosung (pH 6,0).

In der Regel wurden zur Beurteilung der Proteinstabilitit nach jedem Einfrier-Auftau-Vorgang
zwei Proben einer visuellen Kontrolle unterzogen, sowie mittels GroBenausschluss-
Chromatographie, Lichtblockademessung und FTIR-Spektroskopie untersucht. Lediglich im
Fall von Interleukin-2 wurde die analytische Charakterisierung nur am Ende der vier Frier-
Tau-Zyklen vorgenommen, da zur Durchfiihrung von Versuchen nur sehr geringe Mengen des

Proteins zur Verfiigung standen.

3.2 Ergebnisse und Diskussion

Ahnlich der vorangehenden Versuchsreihe fiel der Antikdrper hul4.18 gegeniiber Frier-Tau-
Stress erneut durch seine vergleichsweise hohe Stabilitit auf. Im Verlauf der vier Einfrier-
Auftau-Zyklen war mittels SE-HPLC lediglich ein geringfiigiger Riickgang des
Monomergehaltes zu verzeichnen, wahrend der Anteil 16slicher Aggregate nahezu konstant
blieb (Abbildungen IV.3 und IV.4). Mittels Lichtblockademessung und photometrischer

Gehaltsbestimmung war jedoch, anders als bei Schiittelstress, eine schwache Prézipitatbildung
100

in den Proben nachweisbar (Tabelle IV.3).
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Abbildung 1V.3: Ergebnisse der SE-HPLC: Vergleich der Monomeren-Wiederfindung bei Frier-Tau-Stress fiir
huKS IL-2 und huKS (links) bzw. hul4.18-IL 2 und hul4.18 (rechts). Schwarze Balken: Immunzytokine, graue
Balken: Antikorper. Die Stabilititsdaten der Immunzytokine wurden Kapitel I11.3 entnommen.
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Abbildung 1V.4: Ergebnisse der SE-HPLC: Zunahme loslicher Aggregatformen bei Frier-Tau-Stress fiir huKS
IL-2 und huKS (links) bzw. hul4.18-IL 2 und hul4.18 (rechts). Schwarze Balken: Immunzytokine, graue
Balken: Antikorper. Die Stabilititsdaten der Immunzytokine wurden Kapitel I11.3 entnommen.

Ein Vergleich der Stabilititsdaten von hul4.18 und hul4.18-IL 2 machte deutlich, dass der
Antikorper eine weitaus hohere Unempfindlichkeit bei Frier-Tau-Stress besal3 als das
entsprechende Immunzytokin. Sowohl die Abnahme des Monomergehaltes als auch die
Entstehung 16slicher und unldslicher Aggregate fiel fiir hul4.18 schwicher aus als fiir

hul4.18-IL 2 (Abbildungen IV.3 und 1V 4, Tabelle IV.3).

Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2pm >10pm =>25pm

huKS

Ausgangswert 0 162 2

1. Zyklus 1,1 2350 117

2. Zyklus 34 22172 1 245

3. Zyklus 5,7 49 150 2 487 33

4. Zyklus 10,2 80 690 4 860 10
huKS-IL 2

4. Zyklus 28,3 533134 38 466 1 100
hul4.18

Ausgangswert 0 125 8 0

1. Zyklus 0 432 17 0

2. Zyklus 1,2 588 14 2

3. Zyklus 1,4 768 24 2

4. Zyklus 2,3 4418 52 6
hu14.18-IL 2

4. Zyklus 17,4 230 854 17 621 172

Tabelle 1V.3: Ergebnisse der photometrischen Gehaltsbestimmung (A= 280 nm) sowie der Lichtblockade-
Messung fiir die Antikérper huKS und hul4.18: Bildung unloslicher Partikel bei Frier-Tau-Stress. Die
Stabilitdtsdaten der Immunzytokine wurden Kapitel 111.3 entnommen.
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Zu analogen Ergebnissen fiihrte auch der Datenvergleich zwischen huKS und huKS-IL 2
(Abbildungen IV.3 und IV 4, Tabelle IV.3). Wieder war im Verlauf der vier Frier-Tau-Zyklen
fiir den Antikorper ein geringerer Monomerenverlust als fiir das Fusionsprotein sowie eine
abgeschwichte Aggregat- bzw. Prézipitatbildung zu verzeichnen. Gegeniiber dem zweiten
Antikorper hul4.18 wies huKS allerdings die schlechtere Einfrierstabilitdt auf, was dem bereits

fiir die Immunzytokine beobachteten Bild entsprach.

Die vorliegenden Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Fusion mit Interleukin-2 nicht nur
die Anfilligkeit der Immunglobuline gegeniiber Schiittelstress erhoht, sondern auch das Frier-
Tau-Verhalten der Molekiile negativ beeinflusst. Erneut war es daher interessant, den
Versuchsreihen der Antikdrper und Fusionsproteine die Stabilitdtsdaten des Zytokins selbst

gegeniiberzustellen.

In einer Publikation von Watson und Kenney fanden sich Hinweise auf eine nur geringe
Empfindlichkeit von Interleukin-2 bei Frier-Tau-Stress [Watson und Kenney 1988]. Die
Autoren berichteten jedoch ebenso von einer hohen Stabilitit des Proteins bei mechanischer
Belastung, was wiederum den Resultaten neuerer Untersuchungen [Hora et al. 1990, Tzannis et
al. 1997] sowie eigenen Beobachtungen (Kapitel IV.2) entgegenstand. Aufgrund dieser
Widerspriiche bestand Grund zur Annahme, dass in der zitierten Studie von Watson und
Kenney eine Interleukin-2 Zubereitung verwendet wurde, die stabilisierende Hilfsstoff-Zusitze
enthalten hatte und die Daten daher nur begrenzte Riickschliisse auf die tatsdchliche

Proteinstabilitéit erlaubten.

Somit war es erforderlich, in einer weiteren Versuchsreihe die Einfrierstabilitdt von IL-2
analog zu den vorangehenden Untersuchungen in 20mM Citratpuffer ohne den Zusatz
stabilisierender Additive zu tiberpriifen. Hierbei erwies sich das Zytokin als duflerst labil. Nach
viermaligem Einfrieren und Auftauen der Losungen war mittels SE-HPLC ein erheblicher
Monomerenverlust nachweisbar, der sich in starker Prizipitatbildung niederschlug (Tabelle

IV.4). Die Entstehung 16slicher Aggregate wurde hingegen nicht beobachtet.

Proteinverlust Monomergehalt Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) (%) >2pm >10pm >25pm
Interleukin-2
Ausgangswert 0 100 232 11 2
4. Zyklus 98,2 2,7 603 840 73 920 1 600

Tabelle 1V.4: Ergebnisse der photometrischen Gehaltsbestimmung (A= 280 nm), der SE-HPLC sowie der
Lichtblockade-Messung fiir Interleukin-2: Abnahme des Monomergehaltes und Bildung unléslicher Partikel
unter dem Einfluss von Frier-Tau-Stress.



131 IV. Ergebnisse und Diskussion Teil 2

Um zu iiberpriifen, ob neben der Aggregatbildung auch die Konformationsverdnderungen der
Modellproteine bei Frier-Tau-Stress unterschiedlich stark ausgeprigt waren, wurden im
Folgenden Strukturuntersuchungen mittels FTIR-Spektroskopie vorgenommen. Die zweite
Ableitung der Spektren der nativen und der belasteten Proben ist fiir huKS, hul4.18 und IL-2
in Abbildung IV.5 dargestellt.

Wie zu erwarten, wiesen die Spektren der nativen Antikorper jeweils eine Hauptbande bei
1637cm™, sowie mehrere schwiichere Signale bei 1615cm™, 1668cm™ und 1689cm™ auf und
spiegelten damit die Dominanz von B-Faltblatt-Elementen in diesen Molekiilen wieder [Krimm
und Bandekar 1986]. Das vorwiegend in helicalen Strukturen angeordnete Interleukin-2 zeigte
hingegen ein auffilliges Signal bei 1654cm™ sowie mehrere Nebenbanden bei 1615cm™,
1637cm™, 1668cm™ und 1682cm™, die sich auf geringe Anteile von Faltblatt- und

Turnelementen zuriickfithren lassen diirften.
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Abbildung 1IV.5: Zweite Ableitung der FTIR-Spektren von nativem und mechanisch belastetem huKS (oben
links), hul4.18 (oben rechts) und IL-2 (unten) im Bereich 1600-1700cm™. Durchgezogene Linien: Native
Spektren; Unterbrochene Linien: Spektren nach vier Frier-Tau-Zyklen.

Die belasteten Proben zeigten im Fall der Antikdrper nur sehr geringe Verdnderungen, die fiir
huKS und hul4.18 sowohl qualitativ als auch quantitativ vergleichbar waren. Hierbei diirfte
die leichte Abschwichung der Hauptbande bei 1637cm” das erste Anzeichen einer

Denaturierung der Faltblattstruktur sein, die Intensititszunahme um 1690cm™ hingegen wies
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auf die Entstehung nicht nativer Proteinaggregate hin [Ismail et al. 1992, Dong et al. 1995,
Dong et al. 1997]. Eine Gegentiberstellung mit den IR-Daten von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2
in Kapitel III.3 machte deutlich, dass unter analogen Bedingungen die Entfaltung der
Fusionsproteine bereits weiter fortgeschritten war als bei den Antikérpern. Die spektralen
Verianderungen bei huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 hatten sich dabei verstirkt im Bereich des

helicalen Zytokin-Restes bemerkbar gemacht.

Besonders auffillige Strukturdnderungen nach Belastung durch Frier-Tau-Stress wies
Interleukin-2 auf (Abbildung IV.5). Hierbei lieB der Riickgang der Signalintensitit bei
1654cm™ und 1668cm™ auf eine Entfaltung des Molekiils im Bereich der o-Helix- und Turn-
Strukturen schlieBen, wihrend gleichzeitig die Bandenverstirkung bei 1637cm™ zusammen mit
dem neu entstehenden Signal bei 1694cm™ Hinweise auf die Entstehung von Aggregaten mit

hohem B-Faltblatt-Anteil gab [Ismail et al. 1992, Dong et al. 1995, Dong et al. 1997].

Der Vergleich der IR-Daten mit den Ergebnissen der SEC- oder Lichtblockade-
Untersuchungen lieferte einige Anhaltspunkte dafiir, dass zwischen den strukturellen
Verianderungen der Proteine und deren Aggregationstendenz ein Zusammenhang bestehen
konnte. So waren fiir die Molekiile mit der niedrigsten Aggregationsneigung, die Antikorper,
nur geringfiigige Konformationsdnderungen nach Frier-Tau-Stress nachweisbar, wihrend bei
den beiden Immunzytokinen sowohl eine Intensivierung der Aggregatbildung, als auch
vermehrte Strukturverdnderungen beobachtet wurden. Fiir Interleukin-2 schlieBlich war sowohl
die Aggregationstendenz als auch die Proteinentfaltung am starksten ausgepragt. Andererseits
fielen aber beim Vergleich der Datensétze von huKS und hul4.18 lediglich Unterschiede in der
Aggregatbildung, nicht jedoch in den Strukturuntersuchungen auf. Dies ldsst vermuten, dass
fiir die Stabilititsunterschiede der Modellproteine mehrere Faktoren verantwortlich sein
miissen. Wie bereits an anderer Stelle diskutiert, konnen beispielsweise auch die
unterschiedliche Hydrophobizitit der Molekiile oder ihre Oberflichenladung zum ungleichen
Aggregationsverhalten von Interleukin-2, Antikdrpern und Immunzytokinen beitragen [Fields

et al. 1992, Stitger und Dill 1993, Calamai et al. 2003, Kendrick et al. 1993, Chi et al. 2003].
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4  Stabilitit der Proteine bei thermischer Belastung

4.1 Versuchsdurchfiithrung

Um die Stabilitét aller Modellproteine bei einem weiteren Stressfaktor vergleichen zu konnen,
wurden die beiden Antikorper hul4.18 und huKS sowie Interleukin-2 schlielich unter dem
Einfluss von thermischer Belastung beobachtet. Wiederum lagen die Proteine in einer
Konzentration von 0,8 mg/ml (Antikérper) oder 0,2 mg/ml (Interleukin-2) in einer 20mM
Natriumcitratpufferlosung (pH 6,0) ohne Hilfsstoffzusitze vor.

Um zu einer Einschédtzung der Denaturierungstemperaturen zu gelangen, wurden mittels FTIR-
Spektroskopie die strukturellen Verdnderungen aller Proteine unter dem Einfluss eines linearen
Temperaturprogrammes beobachtet, sowie fiir die Antikorper zusitzlich Untersuchungen
mittels Mikrokalorimetrie durchgefiihrt. Weiterhin wurden die Zubereitungen bei 40°C in
einem Klimaschrank eingelagert und nach 0, 1, 7, 14 (nur Antikdrper) und 42 Tagen mit
GroBenausschluss-Chromatographie, Lichtblockademessung und FTIR-Analytik auf eventuelle
Instabilitdten {berpriift. Auf weiterfiihrende Analysen zur Beurteilung chemischer

Instabilitdten musste aus Grinden des erh6hten Materialbedarfs verzichtet werden.
4.2 Ergebnisse und Diskussion
4.2.1 Nonisotherme Untersuchungen

Die thermisch induzierten Verdnderungen der IR-Spektren im Bereich der Amidbanden I
(1600 — 1700 cm™) und II (1500 — 1600 cm™) sind fiir huKS, hul4.18 und IL-2 jeweils in den
Abbildungen IV.6, IV.7 und 1V.8 dargestellt.
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Abbildung 1V.6: Ergebnisse der FTIR-Untersuchung von huKS in 20mM Citratpuffer: Verdnderung der
Originalspektren im Bereich der Amidbanden I und Il bei Temperaturerhohung von 30°C auf 90°C: Rote

Kurvenschar: < 70°C, graue Kurvenschar: 70°C bis 78°C, schwarze Kurvenschar: > 78°C.
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Abbildung IV.7: Ergebnisse der FTIR-Untersuchung von hul4.18 in 20mM Citratpuffer: Verdnderung der
Originalspektren im Bereich der Amidbanden I und Il bei Temperaturerhohung von 30°C auf 90°C: Rote
Kurvenschar: < 74°C, graue Kurvenschar: 74°C bis 82°C, schwarze Kurvenschar: > 82°C.

Im Verlauf der Temperaturerhdhung fiel bei allen Messreihen ein pldtzlicher Anstieg der
Signalintensititen auf, der sich durch die beginnende Prizipitation des Proteinmaterials
erkldren lie und den bereits fiir die Immunzytokine beschriebenen Beobachtungen entsprach.
Dariiber hinaus gab die Rotverschiebung des Amid-I Maximums von ca. 1637cm™” nach
1623cm™ im Fall der Antikorper sowie von 1654cm™ nach 1625¢cm™ im Fall von IL-2 erste
Hinweise auf die Entfaltung der Molekiile und die Entstehung von Aggregaten mit hohem

B-Faltblatt-Anteil [Ismail et al. 1992, Dong et al. 1995, Dong et al. 1997].
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Abbildung 1V.8: Ergebnisse der FTIR-Untersuchung von Interleukin-2 in 20mM Citratpuffer: Verdnderung
der Originalspektren im Bereich der Amidbanden I und Il bei Temperaturerhohung von 30°C auf 90°C: Rote
Kurvenschar: < 50°C, graue Kurvenschar: 50°C bis 58°C, schwarze Kurvenschar: > 58°C.
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Um die thermisch induzierten Denaturierungsvorginge der Proteine besser beurteilen zu
konnen, war es erforderlich, eine mathematische Auflosungsverstarkung durchzufiithren und
die zweite Ableitung der Spektren zu errechnen. Diese ist im Bereich der Amid-I Bande fiir

huKS, hul4.18 und Interleukin-2 in Abbildung IV.9 dargestellt.

Die Kurvenverlaufe verdeutlichen, dass unter Temperatureinfluss fiir beide Antikorper jeweils
vergleichbare Strukturverinderungen auftraten. Hierbei fiel insbesondere eine Abnahme der
Signalintensitit bei 1637cm™ auf, die klare Hinweis auf die Zerstérung nativer B-Faltblatt-
elemente gab. Damit einher ging die Neuentstehung einer Bande bei 1623cm™, die sich in
Verbindung mit der Verschiebung des hoherfrequenten Signals von 1689cm™ nach 1694cm™
auf die Bildung nicht-nativer Proteinaggregate zuriickfiihren lie [Ismail et al. 1992, Dong et
al. 1995, Dong et al. 1997].
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Abbildung IV.9: Ergebnisse der FTIR-spektroskopischen Untersuchung von huKS (links oben), hul4.18 (rechts
oben) und IL-2 (links unten) in 20mM Citratpuffer: Verdnderung der 2. Ableitung im Bereich 1600-1700cm™
bei Temperaturerhéhung der Proben von 30°C auf 90°C (AT= 2K). Zugunsten einer besseren Ubersicht sind
lediglich einige reprisentative Spektren aus der gesamten Kurvenschar dargestellt. Schwarz: Natives Spektrum.
Rot: Erste spektrale Verdnderungen treten bei 66 °C (huKS) bzw. 72°C (hul4.18) und 50°C (IL-2) auf. Grau:
Die weitere Temperaturerhéhung fiihrt zur vollstindigen Zerstérung des nativen Spektrums.
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Auch im Spektrum von Interleukin-2 waren erhebliche Verdnderungen unter
Temperatureinfluss festzustellen. Ebenso wie bei den Antikorpern ging der Verlust der
Hauptbande mit der Entstehung eines charakteristischen Signals um 1625cm™ einher, was eine
Verianderung der Proteinkonformation von vorwiegend helicalem Aufbau hin zu nicht nativen
Aggregatstrukturen mit hohem B-Faltblatt-Anteil attestierte [Ismail et al. 1992, Dong et al.
1995, Dong et al. 1997]. Dies bestdtigte die Beobachtung anderer Arbeitskreise, dass infolge
thermischer Belastung charakteristische Umfaltungen der Molekiile auftreten, die von der
Sekundarstruktur des nativen Proteins unabhingig sind [Ismail et al. 1992, Dong et al. 1995].
Dariiber hinaus fiel beim Vergleich der Messreihen von hul4.18, huKS und IL-2 jedoch auf,
dass die thermisch induzierten Denaturierungsvorginge der einzelnen Proteine bei jeweils
unterschiedlichen Temperaturen einsetzten. Um dieses Ergebnis besser quantifizieren zu
konnen, wurden die charakteristischen Verdnderungen der Spektren, d.h. die Abnahme der
Signalintensititen bei 1637cm™ bzw. 1654cm™, sowie die Zunahme des Signals bei 1623cm™
bzw. 1625cm™ in Abhingigkeit von der Temperatur aufgetragen. Durch Anpassen einer
sigmoidalen Funktion an die Kurvenverldufe lieen sich die Onset-Temperatur (T,) sowie der
Mittelpunkt der Ubergange (T,,) bestimmen [Dong et al. 1997]. Die ermittelten Werte sind fiir

alle Modellproteine in Tabelle IV.5 zusammengestellt.

FTIR-Spektroskopie Mikrokalorimetrie
To 1654 Tm16sa  To1637 Tm 1637 To, 162325 T, T T2 T3
162325
huKS - - 69,6°C 73,8°C  64,5°C  68,5°C  71,5°C 79,8°C -
huKS-IL 2 - - 64,5°C 67,8°C  62,3°C  66,1°C 67,9°C 76,1°C 85,5°C
hul4.18 - - 74,4°C 76,3°C  72,0°C  74,3°C  76,7°C 85,8°C -
hul4.18-IL 2 - - 69,7°C 73,0°C  68,6°C  71,5°C  73,6°C 80,6°C 8&9,1°C
IL-2 52,1°C 54,6°C - - 48,4°C  52,7°C - - -

Tabelle IV.5: Ubergangstemperatur der Proteinentfaltung, ermittelt durch FTIR-Spektroskopie anhand der
Signalintensitiiten bei 1637cm™ und 1623cm™ (huKS und hul4.18) bzw. 1654cm™ und 1623cm™ (IL-2), sowie
durch Mikrokalorimetrie. Die Daten der Immunzytokine wurden Kapitel I11.4 entnommen.

Ein Vergleich der Ubergangstemperaturen legte klare Unterschiede zwischen den Proteinen
offen. Analog zu den Immunzytokinen wies bei den Antikdrpern hul4.18 eine bessere
thermische Stabilitit als huKS auf, wie die um ca. 5°C hohere Entfaltungstemperatur

indizierte. Der Datenvergleich machte aulerdem deutlich, dass bei den Proteinkonstrukten die
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Denaturierung bei jeweils tieferer Temperatur einsetzte als bei den korrespondierenden
Antikorpern (AT ~ 4°C). So wirkte sich die Fusion mit Interleukin-2 ebenso wie auf die
Anfalligkeit gegeniiber Frier-Tau- und Schiittelstress auch auf die thermische Resistenz der
Antikorper negativ aus. Dies konnte mit der duBerst geringen Entfaltungstemperatur des
Zytokins zusammenhédngen, die um durchschnittlich 20°C niedriger war als bei den

Immunglobulinen (Tabelle IV.5).
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Abbildung IV.10: Thermogramme von huKS (links) und hul4.18 (rechts) in 20mM Citratpuffer bei pH 6,0. Die
Heizrate betrug jeweils 2 K/Min.

Durch mikrokalorimetrische Untersuchungen wurden die unterschiedliche thermische
Resistenz von huKS und hul4.18 sowie die Stabilititsunterschiede der Fusionsproteine und
Antikorper bestdtigt. Die Thermogramme der beiden Immunglobuline sowie die am
Peakmaximum der Uberginge bestimmten Entfaltungstemperaturen Tp,,; und Ty, verdeutlichen
dies (Abbildung IV.10 und Tabelle IV.5). Ebenso wie die FTIR-spektroskopischen
Untersuchungen attestierten die DSC-Messungen zwischen hul4.18 und huKS einen
Unterschied der Denaturierungstemperatur von etwa 5°C, sowie zwischen den Antikérpern und
thren entsprechenden Zytokin-Konstrukten eine Differenz von etwa 4°C. Fiir Interleukin-2
wurden keine Messungen mittels Mikrokalorimetrie durchgefiihrt.Als Ursache fiir die stark
unterschiedliche Thermostabilitét der fiinf Modellsubstanzen kamen zahlreiche Parameter in
Frage. Aus der Literatur ist bekannt, dass sowohl die Struktur als auch die Sequenz eines
Proteins dessen thermisches Verhalten beeinflussen. So wurden etwa intermolekulare
Salzbriicken, Wasserstoff-Bindungen und hydrophobe Wechselwirkungen, der Gehalt von
Helix- oder Loopstrukturen sowie weitere Faktoren mit der Thermostabilitdt von Proteinen in

Verbindung gebracht [Mozhaev und Martinek 1984, Kristjansson und Kinsella 1991, Vieille
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und Zeikus 1996, Querol et al. 1996, Ladenstein und Antranikian 1998, Jaenicke und Bohm
1998, Kumar et al. 2000]. In der modernen Biotechnologie stellt die Aufkldrung der
komplexen Zusammenhdnge zwischen dem Aufbau eines Proteins und dessen thermischer
Resistenz ein zentrales Thema dar, da sie die Chance bietet, zukiinftig maBgeschneiderte
Biomolekiile mit verbesserten Stabilitdtseigenschaften herzustellen [Eijsink et al. 2004]. Im

Rahmen der vorliegenden Arbeit stand diese Fragestellung jedoch nicht im Fokus und wurde

daher nicht weiter untersucht.
4.2.2  Isotherme Lagerung bei 40°C

Wie aufgrund der nonisothermen Untersuchungen zu erwarten, lieBen sich auch unter dem
Einfluss mehrwochiger thermischer Belastung Stabilititsunterschiede zwischen den
Antikorpern und Immunzytokinen feststellen (Abbildung IV.11 und Tabelle 1V.6). Diese

Unterschiede fielen verglichen mit dem Verhalten bei Schiittelstress oder Frier-Tau-Versuchen
jedoch verhiltnismaBig gering aus.
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Abbildung 1V.11: Ergebnisse der SE-HPLC: Abnahme des Monomergehaltes und Zunahme Iéslicher
Aggregatformen im Verlauf von sechswéchiger Lagerung bei 40°C fiir huKS IL-2 und huKS (links) bzw.
hul4.18-IL 2 und hul4.18 (vechts). Schwarze Balken: Immunzytokine, graue Balken: Antikérper. Die
Stabilitditsdaten der Immunzytokine wurden Kapitel I11.4 entnommen.
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Nach sechswochiger Lagerung bei 40°C betrug der mittels SEC bestimmte Monomergehalt fiir
huKS noch 92,7%, wéhrend die Proben von huKS-IL 2 zu diesem Zeitpunkt einen Monomer-
anteil von 88,4% aufgewiesen hatten. Noch geringer waren die Unterschiede zwischen hul4.18
und hul4.18-IL 2, wo am Ende des Beobachtungszeitraumes ein Monomergehalt von 94,8%
fiir den Antikorper, beziehungsweise 93,2% fiir das Immunzytokin gemessen wurde. Parallel
dazu war fiir beide Antikorper ein leichter Anstieg 16slicher Aggregate zu verzeichnen, der fiir
hul4.18 schwiécher ausfiel als fiir huKS (Abbildung IV.11). Die photometrische
Gehaltsbestimmung und die Lichtblockademessung der Proben machte deutlich, dass die
Entstehung von Prizipitaten bei thermischer Belastung kaum eine Rolle spielte (Tabelle IV.6).
Lediglich im Fall von huKS war nach mehrwdchiger Lagerung bei 40°C eine geringe
Partikelbildung festzustellen. Ein vergleichbares, wenngleich stirker ausgeprigtes
Aggregationsverhalten hatten bereits die Immunzytokine gezeigt. Auch bei diesen Proteinen
wurde wihrend thermischer Belastung vor allem die Bildung l6slicher Aggregatformen
gefunden (Abbildung IV.11). Prézipitate traten nur bei huKS-IL 2 in nennenswertem Umfang
auf, in Proben von hul4.18-IL 2 entstanden hingegen kaum unldsliche Partikel (Tabelle IV.6).

Proteinverlust Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2pm >10pm >25pm

huKS

Ausgangswert 0 186 4 0

t=1d 0,2 299 9

t=7d 0 345 17 2

t=14d 1,1 1325 103 76

t=42d 2,8 2712 398 98
huKS-IL 2

t=42d 4,4 36 125 5000 625
hul4.18

Ausgangswert 0 174 2 0

t=1d 0,2 346 22 3

t="7d 0,1 211 9 0

t=14d 0,3 489 15 0

t=42d 0 517 29 4
hul4.18-IL 2

t=42d 0,9 1850 100 13

Tabelle 1V.6: Vergleich der Antikérper und Immunzytokine: Photometrische Gehaltsbestimmung (2= 280 nm)
und Lichtblockademessung wdhrend sechswochiger Lagerung bei 40°C. Die Stabilititsdaten der

Immunzytokine wurden Kapitel I111.4 entnommen.
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Abbildung 1V.12: Ergebnisse der SE-HPLC: Entstehung von Degradationsprodukten im Verlauf von
sechswochiger Lagerung bei 40°C fiir huKS IL-2 und huKS (links) bzw. hul4.18-IL 2 und hul4.18 (rechts).

Schwarze Balken: Immunzytokine, graue Balken: Antikérper.

Nach einwdchiger Lagerung der Losungen war wie bei den Immunzytokinen auch in den
Chromatogrammen der Antikorper die Entstehung zusétzlicher Signale zu beobachten, die
anhand ihrer Retentionszeiten als Proteinfragmente eingestuft wurden. Interessanterweise
schritt diese Reaktion im Fall der Fusionsproteine etwas langsamer voran als bei den
Immunglobulinen (Abbildung 1V.12). Als Ursache hierfiir konnte eine sterische Abschirmung
der reaktiven Aminosduren in den Konstrukten in Frage kommen. In priklinischen Studien
wurden bereits Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen der IL-2 Komponente und dem
IgG-Anteil gefunden, da sich infolge der Fusion beider Molekiile die Antikorper-
Bindungseigenschaften wesentlich verbesserten [Gillies 2001]. Die Autoren machten dafiir
eine Interaktion von Interleukin-2 mit der CH2-Domine des Antikdrpers verantwortlich,
welche auch die Wechselwirkung zwischen CH2 und dem F,,-Fragment verdandert und letztlich
in einer Flexibilititserhéhung von F,  resultiert [Gillies 2001]. Derartige
Strukturverdanderungen diirften auller auf die biologische Aktivitit auch Auswirkungen auf das
Stabilitatsverhalten der fusionierten Molekiile haben, da etwa reaktive Seitenketten weniger
stark exponiert werden und dadurch eine geringere Anfalligkeit fiir chemische Abbauprozesse

besitzen.

Auf eine weiterfilhrende Untersuchung und Identifizierung der Degradationsprodukte mittels
SDS-PAGE, sowie auf Untersuchungen mittels lIonenaustausch- oder Umkehrphasen-
Chromatographie musste in dieser Versuchsreihe allerdings verzichtet werden, da fiir
experimentelle Zwecke nur sehr geringe Mengen der Antikdrper zur Verfiigung standen und

nur eine begrenzte Zahl analytischer Untersuchungen durchgefiihrt werden konnte.
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Ergidnzend zu den Untersuchungen der beiden Immunzytokine und Antikérper wurden auch
Studien zur Lagerstabilitét von Interleukin-2 bei erhohter Temperatur durchgefiihrt. Aufgrund
der niedrigen Denaturierungstemperatur des Zytokins war zu vermuten, dass
Instabilitdtsreaktionen in diesem Fall schneller fortschreiten wiirden als bei den anderen
Proteinen. Die analytischen Ergebnisse bestétigten diese Annahme. So war schon nach
eintdgiger Lagerung der Proben ein fast 80% iger Riickgang der Monomerenfraktion
festzustellen, und bereits nach einer Woche lieB sich nahezu kein IL-2 Monomer mehr
nachweisen. Simultan dazu entstanden verstirkt 10sliche Aggregate, wéhrend
Prizipitationsvorgénge erst spiter einsetzten (Tabelle IV.7). Die Bildung von
Degradationsprodukten wurde im Fall des Zytokins allerdings nicht beobachtet. Dieses
Ergebnis deckte sich mit den Berichten anderer Arbeitskreise, die mittels SDS-PAGE und
SE-HPLC den Abbau Interleukin-2 haltiger Proben wéhrend zwolfmonatiger Lagerung bei
erhohter Temperatur untersuchten und keine Hinweise auf eine Fragmentierung des Proteins
fanden [Watson und Kenney 1987, Geigert et al. 1993]. Es sei jedoch angemerkt, dass andere
chemische Abbauprozesse wie Oxidations- und Deamidierungsreaktionen fiir das Zytokin
durchaus eine Rolle spielen [Blackstock et al. 1988, Hora et al. 1990, Ha et al. 2002]. Mittels
SE-HPLC lassen sich solche Instabilititen jedoch nicht nachweisen [Reubsaet et al.
1998,Underberg et al. 2000] und aufgrund des hohen Materialbedarfs war es im Rahmen dieser
Arbeit nicht moglich, weitere analytische Untersuchungen mittels RP-HPLC oder IEC

durchzufihren.

Monomer Losl. Aggregate Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) (%) >2pm >10pm >25pm
Interleukin-2
Ausgangswert 100 0 212 16 0
t=1d 23,3 76,7 1950 234 56
t=7d 2,4 91,6 15730 1412 418
t=42d 1,2 87,9 218 812 9384 1 046

Tabelle IV.7: Ergebnisse der SE-HPLC sowie der Lichtblockademessung fiir IL-2: Abnahme des Monomer-
gehaltes und Bildung lslicher bzw. unloslicher Aggregate wihrend sechswichiger Lagerung bei 40°C.

Ergénzend zu den SEC- und Partikeluntersuchungen wurden an allen Proteinen vor und nach
Lagerung Strukturuntersuchungen mittels FTIR-Spektroskopie durchgefiihrt. Die dabei

beobachteten Stabilititsunterschiede korrelierten mit den Ergebnissen der im vorigen Kapitel
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diskutierten nonisothermen IR-Studien. Fiir den Antikdrper huKS machten sich im Verlauf der
sechswochigen Lagerung bei 40°C erste Anzeichen struktureller Verdnderungen bemerkbar
(Abbildung I1V.13). Der Intensititsverlust der Banden bei 1637cm™” und 1668cm™ in
Kombination mit der Signalverstirkung bei 1623cm™ und der Bandenverschiebung von
1689cm™ nach 1694cm™ wiesen auf eine beginnende Entfaltung im Bereich der B-Faltblatt-
und Turnelemente hin, die mit der Bildung nicht-nativer Proteinaggregate einherging [Ismail et

al. 1992, Dong et al. 1995, Dong et al. 1997].
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Abbildung IV.13: Zweite Ableitung der FTIR-Spektren von nativem und thermisch belastetem huKS (oben
links), hul4.18 (oben rechts) und IL-2 (unten) im Bereich 1600-1700cm™. Durchgezogene Linien: Native
Spektren; Unterbrochene Linien: Spektren nach sechswochiger Lagerung der Proben bei 40°C.

Auch im Fall von hul4.18 waren bei den gestressten Proben geringfiigige spektrale
Verianderungen zu beobachten. Die Intensitdtsabnahme und Verbreiterung des Signals bei
1637cm™ sowie die Bandenverstirkung bei 1623cm™ gaben hierbei schwache Hinweise auf die
Entfaltung der nativen B-Faltblattelemente und die Entstehung von Aggregatstrukturen. Ein
Vergleich mit den Ergebnissen der Fusionsproteine aus Kapitel I11.4 machte deutlich, dass die
Strukturverdnderungen nach thermischer Belastung im Fall der Antikorper etwas schwécher
ausfielen als fiir die Immunzytokine und fiir huKS bzw. huKS-IL 2 jeweils starker ausgeprégt

waren als fir hul4.18 und hul4.18-IL 2.
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Noch auffilligere Verdnderungen nach isothermer Belastung zeigte das Infrarot-Spektrum von
Interleukin-2 (Abbildung IV.13). Besonders dominant war hierbei die Entstehung eines Signals
um 1625cm™, das auf die Bildung nicht-nativer Proteinaggregate zuriickgehen diirfte [Ismail et

al. 1992, Dong et al. 1995, Dong et al. 1997].

Die Versuchsreihe bescheinigte somit den Proteinen mit geringer Entfaltungstemperatur auch
eine Beschleunigung der Denaturierungsvorgiange bei Lagerung. Die thermische Stabilitit der
Modellsubstanzen nahm von Interleukin-2 iiber die Antikorper-Konstrukte bis zu den
Antikérpern zu und war fiir hul4.18 hoher als fiir huKS. Diese Reihenfolge korrelierte
auBerdem mit der Aggregationsneigung der Molekiile und lieferte einen Anhaltspunkt dafiir,
dass zwischen den strukturellen Verédnderungen und der Aggregatbildung der Proteine eine
Verbindung bestehen konnte. Diese Vermutung wurde bereits in den vorangehenden Kapiteln
geduflert. Im selben Zusammenhang wurde aber auch diskutiert, dass neben der
Denaturierungstendenz weitere Faktoren, wie die Hydrohobizitéit eines Molekiils oder dessen
Oberflichenladung fiir die Stabilitit der Proteinldsungen verantwortlich sein diirften. Gerade
im Hinblick auf die Lagerstabilitit ist auerdem zu beriicksichtigen, dass sich simultan
ablaufende Instabilititsreaktionen wechselseitig beeinflussen und beispielsweise chemische
Abbauvorginge durch eine Verdnderung der Molekiileigenschaften auch Auswirkungen auf

das Aggregationsverhalten der Proteine haben [Manning et al. 1989].
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5  Stabilitit der Proteine in Abhingigkeit vom pH-Wert

5.1 Versuchsdurchfiihrung

Die pH-Studien an huKS, hul4.18 und Interleukin-2 erfolgten analog zu den Untersuchungen
der Immunzytokine. Die Modellproteine wurden in einer Konzentration von 0,8 mg/ml (IgG)
oder 0,2 mg/ml (IL-2) in einem Polypuffer-System aus Natriumcitrat, Natriumphosphat, TRIS
und Natriumchlorid verwendet. Fiir IL-2 wurden zur Einsparung von Proteinmaterial lediglich
Zubereitungen mit den pH-Werten 4,0, 6,0 und 8,0 hergestellt, bei den Antikdrpern wurden
wie bei den Fusionsproteinen auch die pH-Werte 5,0 und 7,0 iiberpriift.

Zur Untersuchung des Aggregationsverhaltens wurden die Losungen mehrere Tage lang bei
Raumtemperatur geschiittelt, wobei nach 0, 24 und 72 Stunden Proben entnommen und visuell
kontrolliert sowie mittels SE-HPLC und Lichtblockademessung analysiert wurden. Dariiber
hinaus wurde durch FTIR-Spektroskopie der Einfluss des pH-Wertes auf die
Entfaltungstemperatur der Proteine ermittelt, sowie die Lagerstabilitit der Losungen bei 40°C
innerhalb eines sechswochigen Beobachtungszeitraumes beurteilt. Hierbei wurden die Proben

mittels GroBenausschlusschromatographie, Lichtblockademessung und IR-Analytik iiberpriift.
5.2 Ergebnisse und Diskussion
5.21 Schiittelstress

Wie bereits bei den Immunzytokinen machte sich auch bei den Antikdrpern und Interleukin-2
ein Einfluss des pH-Wertes auf die Aggregatbildung bei Schiittelstress bemerkbar, wobei bei
allen Proteinen mit einem Anstieg des pH-Wertes auch eine Verstirkung der
Aggregationstendenz korrelierte. Mit zunehmender Alkalisierung der Losungen war bei beiden
Antikorpern ein erhohter Monomerenverlust festzustellen. Im Fall von hul4.18 ging dieser nur
mit einem Anstieg 10slicher Aggregatformen einher, wéhrend bei huKS auch die
Partikelbelastung der Proben zunahm (Abbildung IV.14 und Tabelle IV.8 auf der folgenden
Seite). In allen Rezepturen war die Aggregatbildung der Immunglobuline geringer ausgepragt
als die der Fusionsproteine. Bei hoheren pH-Werten wurden zwar fiir die Antikorper groBBere
Mengen loslicher Aggregate detektiert als fiir die Immunzytokine (Abbildung 1V.14),
gleichzeitig blieben jedoch die Partikelzahlen der IgG-Zubereitungen deutlich geringer. Dieses
Ergebnis lie darauf schlielen, dass die entstandenen Agglomerate im Fall der Antikorper
noch unterhalb der Loslichkeitsgrenze lagen, wihrend die Immunzytokine unter vergleichbaren

Bedingungen bereits unldsliche Aggregate ausbildeten.
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Abbildung 1V.14: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer (oben) und loslichen
Aggregaten (unten) nach 72 stiindigem Schiitteln bei verschiedenen pH-Werten. Links: huKS und huKS-IL 2,
rechts: hul4.18 und hul4.18-IL 2. Schwarze Balken: Immunzytokine. Graue Balken: Antikorper. Die
Stabilitdtsdaten der Immunzytokine wurden Kapitel I11.5 entnommen.

Anzahl Partikel pro ml Losung
>2pm >10pm >25pm

huKS

pH 4,0 812 72

pH 5,0 1 040 128 9

pH 6,0 20314 154 38

pH 7,0 35416 872 82

pH 8,0 41912 1288 124
hul4.18

pH 4,0 582 8 1

pH 5,0 554 12 2

pH 6,0 716 22 0

pH 7,0 854 18 1

pH 8,0 698 16 0

Tabelle IV.8: Ergebnisse der Lichtblockademessung: Bildung unloslicher Partikel bei huKS und hul4.18 unter
dem Einfluss von 72 stiindigem Schiittelstress und in Abhdngigkeit vom pH-Wert der Zubereitungen.
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Bei Interleukin-2 machte sich der Einfluss des pH-Wertes weniger deutlich bemerkbar, da die
Aggregatbildung in allen Proben sehr schnell fortschritt. Bereits nach 24 stiindigem Schiitteln
war ein ausgeprigter Monomerenverlust in den Ldsungen zu beobachten, der mit einem
starken Anstieg der Partikellast einherging und sich mit zunehmendem pH-Wert noch
intensivierte (Tabelle IV.9). Am Ende des Beobachtungszeitraumes war die Monomerfraktion
in allen Proben vollstindig verschwunden und die verstirkte Agregationstendenz im hdheren
pH-Bereich nur noch anhand der vermehrten Partikelbelastung nachzuvollziehen. Im Fall von
Interleukin-2 war die Zunahme der Aggregatbildung bei hoheren pH-Werten bereits von
anderen Arbeitskreisen beobachtet worden. Prestrelski et al. untersuchten im Bereich von
pH 4,0 bis 7,0 die Stabilitidt des Zytokins beim Gefriertrocknen sowie nach Lagerung der
Lyophilisate. Dabei fiel auf, dass bei neutralem pH-Wert mehr Aggregate entstanden als bei
saurem pH [Prestrelski et al. 1995]. Ebenso fanden Zhang et al. bei der Rekonstitution eines
IL-2 Lyophilisates mit Pufferlosungen verschiedener pH-Werte eine stiarkere Aggregatbildung
bei pH 7,0 als bei pH 4,0 [Zhang et al. 1996].

Monomergehalt Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) >2pum >10pm >25um

t=24h

pH 4,0 7,3 108 312 3078 48

pH 6,0 2,7 423 816 9470 166

pH 8,0 1,2 488 220 10312 518
t="72h

pH 4,0 0 217 450 7 298 960

pH 6,0 0,3 798 328 28 954 1740

pH 8,0 0,1 854 870 34 224 2532

Tabelle IV.9: Ergebnisse der SE-HPLC und der Lichtblockademessung fiir IL-2: Monomeren-Wiederfindung
und Partikelbildung nach 24- und 72-stiindigem Schiittelstress in Abhdngigkeit vom pH-Wert.

Die Zunahme der Aggregationstendenz bei Erhohung des pH-Wertes diirfte sowohl bei
Interleukin-2 als auch bei den beiden Antikdrpern mit der Verringerung der kolloidalen
Stabilitdt der Losungen zusammenhdngen. Der isoelektrische Punkt der Antikorper liegt im
basischen (huKS: 8,6; hul4.18: 8,9), sowie im Fall von Interleukin-2 im neutralen (IL-2: 7,2)
pH-Bereich. Die Erhohung des pH-Wertes von pH 4,0 auf pH 8,0 fiihrt daher zu einer
fortschreitenden Neutralisierung der Oberflaichenladung, infolge welcher die intermolekulare
AbstoBBung verringert und die Zusammenlagerung einzelner Proteinmolekiile erleichtert wird

[Jaenicke 1987, Fersht 1999].



147 IV. Ergebnisse und Diskussion Teil 2

An anderer Stelle wurde bereits die Vermutung geduBlert, dass auch die ungleiche
Aggregationstendenz von Interleukin-2, Antikorpern und Immunzytokinen durch Unterschiede
in der Oberflachenladung der Molekiile verursacht wird. Grund zu dieser Annahme gab die
Beobachtung, dass bei jeweils vergleichbaren pH-Bedingungen die Proteine mit niedrigem
pI-Wert (IL-2 < Antikorper < Fusionsproteine) zu starkerer Aggregatbildung neigten als solche
mit hoherem pl. Die Ergebnisse der vorliegenden pH-Studie machten allerdings deutlich, dass
dieser Faktor nicht allein verantwortlich fiir die beobachteten Stabilititsunterschiede sein
konnte, da sich die Aggregationstendenz der Molekiile auch im Bereich ihrer jeweiligen

pIl-Werte noch deutlich unterschied.
5.2.2  Nonisotherme Untersuchungen

Um neben der Aggregationstendenz auch das Denaturierungsverhalten der Proteine bei
verschiedenen pH-Werten beurteilen zu konnen, wurden mittels FTIR-Spektroskopie die
strukturellen Verdnderungen der Molekiile unter dem Einfluss eines Temperaturgradienten

untersucht.

Zunichst sei darauf hingewiesen, dass die Verdnderungen der Proteinstruktur bei linearem
Aufheizen der Proben qualitativ unabhéngig vom pH-Wert waren und den in Kapitel 1V.4
dargestellten Messreihen entsprachen. Ein Beispiel hierfiir liefern die Spektren von hul4.18 in

TCPS-Puffer bei pH 4,0 (Abbildung IV.15).
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Abbildung 1V.15: Ergebnisse der FTIR-Untersuchung von hul4.18 in TCPS-Puffer pH 4,0. Links:
Verdnderung der Originalspektren im Bereich der Amidbanden I und II bei Temperaturerhéhung von 30°C auf
90°C (AT= 2K): Rote Kurvenschar: < 54°C, graue Kurvenschar: 54°C bis 62°C, schwarze Kurvenschar:
> 62°C. Rechts: Verdinderung der 2. Ableitung im Bereich 1600-1700cm™ bei Temperaturerhéhung von 30°C
auf 90°C. Zugunsten einer besseren Ubersichtlichkeit sind lediglich einige reprisentative Spektren aus der
gesamten Kurvenschar dargestellt. Schwarz: Natives Spektrum. Rot: Erste spektrale Verdnderungen treten bei

54 °C auf. Grau: Die weitere Temperaturerhéhung fiihrt zur vollstindigen Zerstorung des nativen Spektrums.
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In Abhéngigkeit von den pH-Verhiltnissen waren jedoch teilweise stark ausgeprigte
Unterschiede hinsichtlich der Entfaltungstemperaturen der Proteine festzustellen. Diese
wurden anhand der Signalintensititen bei 1623cm™ und 1637cm”  (Antikorper)
beziehungsweise 1625cm™ und 1654cm™ (Interleukin-2) ermittelt [Dong et al. 1997]. Eine

Zusammenstellung der errechneten Werte ist in Tabelle IV.10 aufgefiihrt.

FTIR-Spektroskopie
To, 1654 Tm, 1654 To, 1637 Tm, 1637 To, 1623/25 Tm, 1623/25

huKS - -
pH 4,0 - - 52,2°C 54,5°C 50,8°C 54,2°C
pH 5,0 - - 66,2°C 70,1°C 61,0°C 66,8°C
pH 6,0 - - 67,0°C 71,5°C 63,2°C 67,1°C
pH 7,0 - - 68,9°C 72,2°C 66,1°C 70,8°C
pH 8,0 - - 70,4°C 72,3°C 69,8°C 71,3°C

hul4.18
pH 4,0 - - 55,8°C 57,9°C 54,2°C 56,6°C
pH 5,0 - - 70,9°C 72,1°C 67,5°C 71,1°C
pH 6,0 - - 73,8°C 75,2°C 70,9°C 73,2°C
pH 7,0 - - 78,2°C 80,7°C 76,1°C 79,0°C
pH 8,0 - - 82,3°C 84,1°C 80,9°C 83,2°C

Interleukin-2
pH 4,0 50,0°C 51,5°C - - 46,3°C 50,2°C
pH 6,0 52,7°C 53,2°C - - 50,2°C 54,6°C
pH 8,0 51,3°C 52,7°C - - 48,1°C 52,9°C

Tabelle 1V.10: Ubergangstemperatur der Proteinentfaltung, ermittelt durch FTIR-Spektroskopie anhand der
Signalintensititen bei 1637cm™ und 1623cm™ (huKS und hul4.18) beziehungsweise 1654cm™ und
1625¢m™ (Interleukin-2).

Sowohl fiir huKS als auch fiir hul4.18 war mit steigendem pH-Wert auch eine Zunahme der
thermischen Resistenz zu beobachten. Dieses Verhalten diirfte sich durch die Verringerung
elektrostatischer Abstoungskréfte zwischen gleichsinnig geladenen Aminosdureresten bei
Anndherung an den isoelektrischen Punkt der Proteine (huKS: 8,6; hul4.18: 8,9) erkldaren
[Jaenicke 1987] und entsprach dem Verhalten der Immunzytokine. Dariiber hinaus
unterstrichen die Daten die unterschiedliche thermische Stabilitit von huKS und hul4.18 sowie

die hohere Temperaturbestidndigkeit der Antikdrper gegeniiber den Fusionsproteinen.
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Im Fall von Interleukin-2 wichen die Ergebnisse allerdings von den theoretischen Erwartungen
etwas ab. Zwar bestitigten die Messungen ergénzend zu den vorangehenden Versuchen die
niedrige Entfaltungstemperatur des Zytokins (vergleiche Kapitel IV.4). Die T,,-Werte schienen
jedoch vom pH-Wert der Proteinldsung weitestgehend unabhingig zu sein. Bei Anndherung an
den isoelektrischen Punkt war anders als bei den Antikérpern fiir IL-2 (pI = 7,2) keine
wesentliche Erhohung der Schmelztemperatur festzustellen (Tabelle IV.10).

5.2.3 Isotherme Lagerung bei 40°C

In einer abschliefenden Versuchsreihe zum pH-Verhalten von IL-2 und den Antikdrpern
wurde die Stabilitdt der Zubereitungen wéhrend bis zu sechswochiger Lagerung bei 40°C
beobachtet. Ahnlich wie bei den Immunzytokinen war bei den extremen pH-Werten 4,0 und
pH 8,0 auch fiir die Antikorper bereits nach kurzer Zeit (huKS: 1 Tag, hul4.18: 7 Tage) mittels
SE-HPLC eine Abnahme des Monomergehaltes festzustellen (ohne Abbildung). Im mittleren
pH-Bereich von 5,0 bis 7,0 waren die Immunglobuline wesentlich stabiler, wobei sich mit der
Zeit wie bei den Konstrukten ein Stabilitidtsoptimum bei pH 5,0 - 6,0 herauskristallisierte
(Abbildung 1V.16). Trotz der qualitativen Ubereinstimmung im pH-Verhalten von
Immunzytokinen und Antikdrpern zeigten sich hinsichtlich der quantitativen Auswertung
erhebliche Unterschiede. So schritt der Monomerenabbau im Fall der Antikorper wesentlich
langsamer voran als bei huKS-IL 2 oder hul4.18-IL 2 (Abbildung VI1.16). Besonders deutlich
wurde dies bei den pH-Werten 4,0 und 8,0.

Auch die Analyse der Aggregat- bzw. Partikelbelastung der Losungen verdeutlichte die
Unterschiede zwischen Antikérpern und Immunzytokinen. AuBler im stark Sauren (pH 4,0)
bildeten die Antikdrper-Zubereitungen jeweils deutlich geringere Mengen loslicher Aggregate
(Abbildung VI.16) oder subvisibler Partikel (Tabelle VI.11) als die Proben der
Fusionsproteine. Qualitativ stimmten die pH-Profile von Konstrukten und Immunglobulinen
jedoch iiberein und spiegelten eine Zunahme der Aggregationstendenz von pH 5,0 nach pH 8,0
wieder. Derselbe Trend wurde bereits unter dem Einfluss von Schiittelstress festgestellt und
diirfte mit der Neutralisierung der Oberfldchenladung bei Anndherung an den isoelektrischen
Punkt der Molekiile (huKS: 8,6; hul4.18: 8,9) zusammenhéngen [Jaenicke 1987, Fersht 1999].
Bei pH 4,0 wich das Aggregationsverhalten der Antikdrper aber ebenso wie bei den
Fusionsproteinen von dem sonst beobachteten Trend ab. Bei diesem pH-Wert fiel neben einem
vergleichsweise starken Anstieg der 16slichen Aggregate auch eine erhebliche Zunahme der
Partikelzahlen auf (Abbildung IV.16 und Tabelle IV.11), die den Ergebnissen der
Schiittelstress-Studie widersprach. Im Fall der Immunzytokine war als Ursache dieses

Verhaltens das Auftreten kovalenter Abbaureaktionen diskutiert worden (Kapitel IIL.5).
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Derselbe Effekt konnte auch im Fall von huKS und hul4.18 eine Rolle spielen. Zwar musste
aufgrund des hohen Materialbedarfs auf eine detaillierte Untersuchung chemischer
Instabilititen verzichtet werden; erste Hinweise auf kovalente Zersetzungsreaktionen waren
aber bereits den Ergebnissen der SE-HPLC zu entnehmen. Bei pH 4,0 war unter dem Einfluss
thermischer Belastung fiir Antikorper wie fiir Immunzytokine verstirkt die Entstehung von
zusitzlichen Signalen in den Chromatogrammen zu beobachten, die anhand ihrer
Retentionszeiten als Proteinfragmente interpretiert wurden (Abbildung IV.17). Im Fall der
Fusionsproteine war die Entstehung von Abbauprodukten mittels SDS-PAGE bestétigt und auf
hydrolytische Zersetzungsreaktionen im Sauren zuriickgefiihrt worden (vergleiche Kapitel
II1.5). Da sich die hydrolyseempfindlichen Aminoséuresequenzen Asp-Gly und Asp-Pro
[Manning et al. 1989, Powell 1994] ausschlieBlich im IgG-Anteil der Molekiile befinden, lag
die Vermutung nahe, dass auch die fiir huKS und hul4.18 beobachteten Degradationsprodukte

auf Hydrolysereaktionen im Sauren zuriickgingen.
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Abbildung 1V.16: Ergebnisse der SE-HPLC: Abnahme des Monomergehaltes und Zunahme [oslicher
Aggregatformen im Verlauf von sechswéchiger Lagerung bei 40°C fiir huKS IL-2 und huKS (links) bzw.
hul4.18-IL 2 und hul4.18 (rechts). Schwarze Balken: Immunzytokine; graue Balken: Antikérper. Die
Stabilitdtsdaten der Immunzytokine wurden Kapitel III entnommen.
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Anzahl Partikel pro ml Losung
>2pm >10pm >25pm

huKS

pH 4,0 302472 91756 154

pH 5,0 930 64 2

pH 6,0 2 054 279 57

pH 7,0 2872 254 84

pH 8,0 5648 898 144
hul4.18

pH 4,0 23 466 948 32

pH 5,0 304 8 0

pH 6,0 288 12 1

pH 7,0 378 9 4

pH 8,0 512 52 3

Tabelle IV.11: Ergebnisse der Lichtblockademessung fiir die beiden Antikérper huKS und hul4.18: Bildung
unloslicher Partikel wdhrend sechswochiger Lagerung bei 40°C. Die Ergebnisse der korrespondierenden
Fusionsproteine sind in Tabelle I11.10 dargestellt.
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Abbildung IV.17: Ergebnisse der SE-HPLC: Entstehung von Abbauprodukten im Verlauf von sechswéchiger
Lagerung bei 40°C fiir huKS IL-2 und huKS (links) bzw. hul4.18-IL 2 und hul4.18 (rechts). Schwarze Balken:
Immunzytokine, graue Balken: Antikorper.

Ergidnzend sei erwéhnt, dass bei allen vier Modellproteinen auch im pH-Bereich von 5,0 bis
8,0 die Entstehung einiger Proteinfragmente mittels SE-HPLC beobachtet werden konnte
(Abbildung IV.17). FEin Vergleich mit den Ergebnissen der SDS-PAGE bei den
Immunzytokinen liel jedoch annehmen, dass diese weniger auf Hydrolysereaktionen, sondern

moglicherweise auf die Spaltung von Disulfidbriicken zurilickgingen (siehe Kapitel II1.5.2).
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Auch aufgrund unterschiedlicher Retentionszeiten bei der SE-HPLC musste angenommen
werden, dass die entstehenden Fragmente bei pH 4,0 von denjenigen bei pH 5,0 bis 8,0
verschieden waren. Interessanterweise verliefen die Fragmentierungsreaktionen bei pH 4,0 im
Fall der Immunzytokine schneller, wiahrend bei pH 5,0 bis 8,0 die Reaktionsgeschwindigkeit
fiir die Antikorper hoher war. Eine mogliche Ursache konnten die im folgenden Abschnitt
diskutierten Unterschiede im Faltungszustand der Molekiile bei den verschiedenen pH-Werten

sein.
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Abbildung IV.18: Ergebnisse der FTIR-Spektroskopie: Dargestellt ist die zweite Ableitung der Spektren
(Bereich 1600-1700cm™) von nativem und thermisch belastetem huKS bei verschiedenen pH-Werten. Alle
Abbildungen zeigen jeweils das Spektrum der Proteinlésungen unmittelbar nach Herstellung (durchgezogene
Linie) bzw. nach sechswochiger Lagerung bei 40°C (unterbrochene Linie). Links oben: pH 4,0; Rechts oben:
pH 5,0, Links Mitte: pH 6,0, Rechts Mitte: pH 7,0; Links unten: pH 8,0.
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Die in Abbildung V.18 dargestellten Strukturuntersuchungen zeigen, dass die Antikoérper nach
Lagerung bei pH 5,0 bis 8,0 noch weitestgehend nativ vorlagen. Auch die Immunzytokine
hatten unter diesen Bedingungen nur geringe Entfaltungstendenzen gezeigt (vergleiche
Abbildung II1.25). In dieser Situation konnte sich bei den Proteinkonstrukten die sterische
Abschirmung reaktiver Stellen infolge von Wechselwirkungen zwischen IL-2 und dem
Antikorper bemerkbar machen und zu einer Verlangsamung der Fragmentierung fiihren. Die
mogliche Relevanz solcher Interaktionen zwischen der Zytokin- und der IgG-Komponente
wurde bereits in Kapitel 1V.4.2 diskutiert. Anders als bei pH 5,0 bis 8,0 zeigten die
Strukturuntersuchungen der Proteine nach Lagerung bei pH 4,0 ausgepridgte Denaturierungs-
vorgdnge an, wobei die Immunzytokine weitaus stirkere Strukturverdnderungen aufwiesen als
die Antikorper (Abbildung IV.18). Dies konnte auch die beschleunigte Zersetzung der
Fusionsproteine im  Vergleich zu den Immunglobulinen erkliren, wenn die
Strukturverdnderungen die Exposition reaktiver Gruppen erhohen und dadurch

Fragmentierungsprozesse verstarken.

Neben den Untersuchungen der Antikérper wurden abschlieBend noch einige Versuche zur
pH-Stabilitdt von Interleukin-2 bei thermischer Belastung durchgefiihrt. Wie die Ergebnisse
der SE-HPLC und der Lichtblockademessung in Tabelle V.12 verdeutlichen, fiel hierbei
analog zu der Schiittelstress-Studie eine Verstirkung der Aggregationstendenz mit
zunechmendem pH-Wert der Losungen auf. Die Zusammenlagerung der Proteinmolekiile
schlug sich zunidchst vor allem in der Bildung 16slicher Aggregate nieder, ging aber mit der

Zeit in die Entstehung unldslicher Aggregatformen iiber.

Monomer Losl. Aggregate Anzahl Partikel pro ml Losung
(%) (%) >2pm >10pm =>25pm
t=1d
pH 4,0 37,0 62,2 1950 234 56
pH 6,0 20,6 78,1 2730 462 88
pH 8,0 15,2 82,3 6012 862 102
t=42d
pH 4,0 2,6 95,2 136 716 8612 212
pH 6,0 2,0 86,7 488 382 14112 878
pH 8,0 1,3 58,2 609 450 18 362 1218

Tabelle 1V.12: Ergebnisse der SE-HPLC sowie der Lichtblockademessung fiir Interleukin-2: Abnahme des
Monomergehaltes und Bildung Ioslicher bzw. unlislicher Aggregate wihrend bis zu sechswéchiger Lagerung
der Zubereitungen bei 40°C.



IV. Ergebnisse und Diskussion Teil 2 154

Auch bei pH 4,0 war fiir Interleukin-2 keine Abweichung von diesem Trend festzustellen.
Anders als die Antikorper und Fusionsproteine zeigte das Zytokin bei diesem pH-Wert die
schwichste Aggregationstendenz. Gleichzeitig waren in den Chromatogrammen von IL-2
keinerlei Anzeichen fiir die Entstehung von Abbauprodukten zu finden. Die chemische
Zersetzung im Sauren, die im Fall der Antikorper als Ausloser einer verstirkten
Partikelbildung vermutet wurde, schien bei IL-2 demnach keine Rolle zu spielen. Diese
Beobachtung stimmte auch mit theoretischen Uberlegungen ein: Tatsdchlich enthilt die
Primérstruktur des Zytokins im Gegensatz zu den Antikdrpern keine hydrolyseempfindlichen

Aminoséuren.
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Abbildung IV.19: Ergebnisse der FTIR-Analytik: Dargestellt ist die zweite Ableitung der Spektren (1600-
1700cm™) von nativem und thermisch belastetem IL-2 bei verschiedenen pH-Werten. Dargestellt ist jeweils das
Spektrum der Proteinlosungen unmittelbar nach Herstellung (durchgezogene Linie) bzw. nach sechswéchiger
Lagerung bei 40°C (unterbrochene Linie). Links oben: pH 4,0; Rechts oben: pH 6,0, Links unten: pH 8,0.

Spektroskopische Untersuchungen an Interleukin-2 machten deutlich, dass bei allen pH-
Werten erhebliche Strukturverdnderungen des Molekiils im Verlauf der Lagerung auftraten.
Der deutliche Riickgang der Hauptbande (1654cm™) sowie die Entstehung eines starken
Signals bei 1625cm™ indizierten eine weitreichende Entfaltung des Proteins und die

Ausbildung nicht nativer Aggregatstrukturen [Ismail et al. 1992, Dong et al. 1997]. Nach

1600
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sechswochiger Lagerung war die Denaturierung in allen Proben soweit fortgeschritten, dass
sich Unterschiede zwischen den einzelnen pH-Werten kaum beurteilen lieBen (Abbildung
IV.19). Diese ausgepriagten Entfaltungsvorginge reflektierten die Ergebnisse der T-
Bestimmungen, bei denen filir Interleukin-2 eine wesentlich niedrigere Denaturierungs-

temperatur gemessen wurde als flir die Antikorper oder Immunzytokine.

6 Zusammenfassung: Vergleichende Untersuchungen zur Stabilitit

von Immunzytokinen, Antikorpern und Interleukin-2

Bei den Vergleichsuntersuchungen der Immunzytokine mit ihren korrespondierenden
Antikorpern und Interleukin-2 lieBen sich sowohl hinsichtlich der physikalischen Stabilitdt als
auch hinsichtlich des chemischen Zersetzungsverhaltens deutliche Unterschiede zwischen den

Proteinen feststellen.

Wihrend die Fusionsproteine wesentlich stirkere Denaturierungs- und Aggregationstendenzen
aufwiesen als die Antikdrper, prasentierten sie sich im Vergleich zu Interleukin-2 als stabiler.
Die Zunahme von Aggregations- und Entfaltungsvorgéngen in der Reihenfolge Antikorper <
Immunzytokin < IL-2 war in allen Versuchsreihen reproduzierbar und unabhéngig von der Art
der einwirkenden Stressfaktoren. Die Untersuchungen verdeutlichten jedoch auch, dass sich
individuelle Stabilititsunterschiede zwischen den Antikdrper-Komponenten noch in den
Konstrukten wiederspiegeln. Tatséchlich war nicht nur der Antikdrper hul4.18 stabiler als

huKS, sondern auch hul4.18-IL 2 wies eine hohere Stabilitit auf als huKS-IL 2.

Die bei allen Versuchsreihen durchgefiihrten Strukturuntersuchungen mittels FTIR-
Spektroskopie lieBen vermuten, dass fiir die ungleiche Aggregatbildung der Molekiile deren
unterschiedlich starke Entfaltungstendenz mitverantwortlich sein konnte. So besal3
Interleukin-2 nicht nur die hochste Aggregationsneigung der Modellproteine, sondern fiel auch
durch vergleichsweise starke Konformationsanderungen infolge verschiedener Stressfaktoren
sowie durch eine besonders niedrige Denaturierungstemperatur auf. Aus der Literatur ist
bekannt, dass mit der Entfaltung eines Proteins die Exposition hydrophober Seitenketten
einhergeht und dadurch zumeist die Aggregationstendenz zunimmt [Kendrick et al. 1998].
Allerdings waren auch zwischen den beiden Antikorpern huKS und hul4.18 sowie zwischen
den entsprechenden Zytokin-Konstrukten Unterschiede beziiglich der Aggregatbildung
festzustellen, die sich nicht bei allen Stressversuchen in den IR-Ergebnissen wiederspiegelten.
Dies konnte einerseits mit der Ungenauigkeit der FTIR-Analytik zusammenhéngen [Sarver und

Kriiger 1991], andererseits aber auch ein Indiz dafiir sein, dass neben der
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Konformationsstabilitdit noch weitere Faktoren zum Aggregationsverhalten beitragen.
Hinweise darauf finden sich auch in einigen Veroffentlichungen [Kendrick et al. 1998,

Krishnan et al. 2002, Chi et al. 2003, Tsai et al. 1998, Chi et al. 2003].

Von mehreren Autoren wurde beispielsweise darauf hingewiesen, dass neben der
Molekiilfaltung auch die kolloidale Stabilitit von Proteinldsungen eine wesentliche Rolle bei
der Aggregatbildung spielt [Kendrick et al. 1998, Tsai et al. 1998, Krishnan et al. 2002, Chi et
al. 2003]. Diese wird insbesondere von elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den
Molekiilen beeinflusst und héngt somit von der Oberflichenladung der Proteine ab. Aufgrund
der unterschiedlichen pl-Werte nahm die Ladung der Modellproteine in allen Experimenten
jeweils in der Reihenfolge IL-2 < huKS-IL 2 < huKS < hul4.18-IL 2 < hul4.18 zu. Analog
dazu diirften sich intermolekulare AbstoBungskrifte verstirken und zur Verringerung der
Aggregationstendenz fithren. Die experimentell ermittelten Stabilititsdaten standen mit diesen
theoretischen Uberlegungen im Einklang. Allerdings zeigten die Versuchsergebnisse auch,
dass die Ladungseffekte nicht allein fiir die ungleiche Aggregatbildung der Proteine
verantwortlich sein konnten, da auch bei Anndherung an die jeweiligen pl-Werte noch

Stabilitatsunterschiede feststellbar waren.

Bei den Testreihen mit Interleukin-2 und den beiden Antikérpern musste aus Griinden des
hohen Materialbedarfs auf detaillierte Betrachtungen zur chemischen Stabilitdt der Proteine
verzichtet werden. Die Ergebnisse der SE-HPLC gaben allerdings Hinweise darauf, dass im
Fall der Immunglobuline bei thermischer Belastung mit einer Fragmentierung der Molekiile zu
rechnen ist. Ein Vergleich mit den Untersuchungen der Fusionsproteine lieB annehmen, dass
die Abbauprodukte unter sauren pH-Bedingungen (pH 4,0) durch Hydrolysereaktionen, im
neutralen pH-Bereich (pH 5,0 — 8,0) eher durch die Spaltung von Disulfidbriicken entstanden.
Wihrend der hydrolytische Abbau fiir die Zytokin-Konstrukte schneller voranschritt als fiir die
Antikorper, war bei der Disulfidbriickenspaltung das Gegenteil zu beobachten. Ursache hierfiir
diirfte im ersten Fall die verstirkte Denaturierung der Immunzytokine im Sauren sein, durch
welche der Zugang zu reaktiven Aminosduren erleichtert wird. Im zweiten Fall lagen die
Molekiile entsprechend der IR-spektroskopischen Untersuchungen weitestgehend nativ vor, so
dass als Grund fiir die verringerte Reaktivitit der Fusionsproteine eine sterische Abschirmung
der reaktiven Aminosduren infolge der Wechselwirkung der Interleukin-2 Komponente mit

dem CH2-Fragment des Antikdrpers vermutet wurde.

Aus praktischer Sicht lassen sich den Stabilititsbetrachtungen der Immunzytokine im
Vergleich mit den Antikorpern und Interleukin-2 wichtige Schlussfolgerungen entnehmen. Im

Fall von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 sollte es moglich sein, die Formulierungsentwicklung
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fiir beide Substanzen parallel durchzufiihren, da sowohl die Empfindlichkeit gegeniiber
bestimmten Stressfaktoren als auch die Art der auftretenden Abbaureaktionen miteinander
iibereinstimmen. Hierbei sollte jedoch die instabilere Substanz huKS-IL 2 im Sinne einer

worst-case Betrachtung fiir die Studien eingesetzt werden.

Da das Aggregationsverhalten von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 sehr stark von der Interleukin-
Komponente dominiert wird, ist des weiteren anzunehmen, dass bei anderen Fusionsproteinen
aus einem Antikorper und IL-2 vergleichbare Stabilititsprobleme auftreten diirften. In diesen
Fillen konnte die Ubertragung der fiir huKS-IL 2 entwickelten Formulierung ebenfalls

erfolgsversprechend sein.
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V. ERGEBNISSE UND DISKUSSION TEIL 3:
Untersuchungen an flissigen und gefriergetrockneten

Placebo-Zubereitungen

1  Einfiihrung

Zur Stabilisierung von Proteinarzneistoffen wird in pharmazeutischen Formulierungen derzeit
nur eine kleine Anzahl unterschiedlicher Hilfsstoffe eingesetzt. Ein Ziel dieser Arbeit war es
daher, neben einigen etablierten Additiven auch neuartige Substanzen hinsichtlich ihrer
Verwendbarkeit in Proteinzubereitungen zu testen. Hierbei wurden mehrere Verbindungen aus
der Gruppe der kompatiblen Solute und der Zuckeraustauschstoffe ausgewdhlt, die sich
entsprechend theoretischer Uberlegungen zur Stabilisierung von Proteinen eignen diirften

(vergleiche Kapitel I).

Im Rahmen von Vorversuchen wurde anhand von Placebozubereitungen zunichst eine
Charakterisierung der physikochemischen Eigenschaften der Substanzen vorgenommen und
mit herkdommlichen Hilfsstoffen verglichen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind im

vorliegenden Kapitel zusammengefasst.

In weiteren Testreihen wurde schlieBlich am Beispiel der Immunzytokine tiberpriift, inwiefern
von den Hilfsstoff-Kandidaten tatsdchlich proteinstabilisierende Effekte ausgehen und ob diese
mit der Wirkung etablierter Excipienten vergleichbar sind. Eine Diskussion dieser

Versuchsergebnisse findet sich in Kapitel VI dieser Arbeit.

2 Versuchsdurchfiithrung

Fiir eine erste Beurteilung der Hilfsstoffe wurden zundchst Untersuchungen an 5% igen
wassrigen Placebozubereitungen vorgenommen und physikochemische Parameter wie pH-
Wert, Osmolaritét, die Glasiibergangstemperatur T,” und die Reaktivitdt der Verbindungen

(Maillard-Reaktion) beurteilt.

Um die Lyophilisierbarkeit der Substanzen zu testen, wurden die Losungen des weiteren
gefriergetrocknet. Das dabei verwendete Trocknungsprogramm war im Rahmen anderer
Versuchsreihen zur Herstellung von Immunzytokin-Lyophilisaten entwickelt worden [Arndt
und Zobel 2001]. Die gefriergetrockneten Placebozubereitungen wurden hinsichtlich ihres
optischen  Erscheinungsbildes,  Restfeuchte,  Glasiibergangstemperatur T,  und

Rekonstituierbarkeit bewertet.
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Abbildung V.1: Trocknungszyklus zur Herstellung von Placebo-Lyophilisaten. Die Produkttemperatur
wdhrend der Trocknung wurde mit Hilfe von Temperaturfiihlern in einer Trehalose-Formulierung (product
temperature 1) tiberpriift.

3  Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der Untersuchungen an fliissigen oder gefriergetrockneten Placeborezepturen
sind jeweils in Tabelle V.1 (Losungen) und V.2 (Lyophilisate) zusammengefasst. Dabei wurde
deutlich, dass sich einige der potentiellen Hilfsstoff-Kandidaten nur bedingt fiir die Herstellung

pharmazeutischer Proteinformulierungen eignen diirften.

Der Einsatz der Substanzen in fliissigen Zubereitungen sollte aus technologischer Sicht
zumeist unproblematisch sein. Die Messwerte fiir pH-Wert und Osmolaritit dienten lediglich
der Information und stellten kein Ausschlusskriterium fiir die pharmazeutische Verwendung
dar, da bei der Rezepturfindung gegebenenfalls der Zusatz eines Puffersystems und eines
Isotonisierungsmittels beriicksichtigt werden kann, um die entsprechenden Anforderungen an

parenterale Arzneiformen zu erfiillen [Chang und Hershenson 2002].

Schwierigkeiten konnten allerdings bei der Verwendung der beiden Kohlenhydrate Raftilose
und Raftiline auftreten. Neben verschiedenen nicht reduzierenden Oligo- und Polysaccharid-
komponenten enthalten die Rohstoffe laut Hersteller einen 5-8% igen Anteil von z.T. reaktiven

Mono- oder Disacchariden wie beispielsweise Glucose. Tatsdchlich lie sich in beiden

vakuum [mhbar]
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Hilfsstoffen die Anwesenheit reduzierender Zucker experimentell mittels Fehling scher Probe
nachweisen. Bei Verwendung dieser Excipienten ist daher die Gefahr der Bildung von

Maillard-Produkten mit dem Proteinwirkstoff zu beriicksichtigen [Manning et al. 1989].

pH-Wert Osmolaritit Ty Maillard-Reaktion
(mosm/kg) O moglich
Saccharose 6,32 159 -34,2 -
Trehalose 6,47 147 -31,0 -
Mannitol 6,68 285 -32,5 -
Arginin-HCI 5,78 303 -42,5 -
Ectoin 6,67 384 -53,1 -
Hydroxyectoin 8,03 344 -45.4 -
Isomalt ST 5,79 152 -34,5 -
Isomalt GPS 6,17 159 -34.3 -
Isomalt GPM 5,30 154 -33,1 -
Raftilose 6,10 76 -27,6 +
Raftiline ST 6,21 54 -26,5 +

Tabelle V.1: Physikochemische Eigenschaften herkommlicher und neuartiger Hilfsstoffe. Untersucht wurden

Jeweils 5% ige wdssrige Losungen der Substanzen.

Hinsichtlich der geplanten pharmazeutischen Verwendung der Excipienten als Kryo- oder
Lyoprotektoren sind von den ermittelten Messwerten insbesondere die Glasiibergangs-
temperaturen T,” bzw. T, von Relevanz. Fiir Losungen der herkdmmlichen Hilfsstoffe
Saccharose, Trehalose, Mannitol und Arginin-HCI korrelierten die Messwerte fir T,” im
Wesentlichen gut mit Literaturangaben [Her and Nail 1993, Lueckel et al. 1997]. Die
experimentell ermittelten T,-Werte der getrockneten Proben wichen teilweise etwas von den
Literaturwerten ab, was sich jedoch in der unterschiedlichen Restfeuchte der Proben erklidren
diirfte (Tabelle V.2). Im Fall von Mannitol war fiir das Lyophilisat kein Glasiibergang messbar.
Als Ursache dafiir wurde ein Auskristallisieren des Mannitols im Verlauf der Gefriertrocknung
angenommen [Lueckel et al. 1997]. Ndhere Ausfithrungen zu dieser Thematik finden sich in

Kapitel VI dieser Arbeit.

Bei der Verwendung von Ectoin traten wéhrend der Gefriertrocknung Schwierigkeiten auf.
Wie in Abbildung V.1 gut erkennbar ist, konnte in diesem Fall kein optisch akzeptabler
Kuchen erzeugt werden. Das gefriergetrocknete Produkt erschien vielmehr vollstindig
kollabiert, wofiir vermutlich das Uberschreiten der Glasiibergangstemperatur (T, = -53°C)
wiahrend des Trocknungsprozesses verantwortlich war [Jennings 1999, Essig und Oschmann

1993].
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Optik des Kuchens Tg Wassergehalt Rekonstitutionszeit
°O) (%) (Sekunden)
Saccharose pordse Struktur 63,2 3,2 5-10
Trehalose in Ordnung 85,3 2.4 5-10
Mannitol in Ordnung n.a. 2,9 5-10
Arginin-HCI in Ordnung 48,2 2,5 10-15
Ectoin kein Kuchen/ n.a. 0,4 30-35
kollabiert
Hydroxyectoin in Ordnung 116,5 1,3 5-10
Isomalt ST pordse Struktur 45,8 2,7 15-20
Isomalt GPS pordse Struktur 33,2 1,2 5-10
Isomalt GPM in Ordnung 54,1 1,1 5-10
Raftilose in Ordnung 65,7 1,0 5-10
Raftiline ST in Ordnung 120,2 0,7 5-10

Tabelle V.2: Physikochemische Eigenschaften herkommlicher und neuartiger Hilfsstoffe nach

Gefriertrocknung der wissrigen Losungen. Im Fall von Ectoin konnte kein Glasiibergang ermittelt werden.

Trotz des ebenfalls sehr niedrigen T,-Wertes von -45°C erwies sich hingegen die
Gefriertrocknung des hydroxylierten Ectoinderivates als unproblematisch und fiihrte zu optisch
ansprechenden Produkten. Diese Beobachtung lieB darauf schlieBen, dass die
Kollapstemperatur von Hydroxyectoin erheblich hoher als dessen Glasiibergangstemperatur
sein diirfte und daher auch bei Uberschreitung von T,” wihrend der Gefriertrocknung noch
akzeptable Lyophilisate entstehen [Jennings 1999, Essig und Oschmann 1993]. In der Literatur
wird beschrieben, dass die Kollapstemperatur niedermolekularer Substanzen etwa 12°C
oberhalb von T, liegt [Sun 1997]. Neben den guten Trocknungseigenschaften des
Hydroxyectoins war dariiber hinaus die hohe Glasiibergangstemperatur der gefriergetrockneten
Zubereitungen (T, = 116°C) besonders positiv zu bewerten. Fiir die Lagerstabilitit von
Proteinlyophilisaten gilt es als vorteilhaft, wenn der T,-Wert deutlich oberhalb der angestrebten
Lagertemperatur liegt [Franks 1990, Franks et al. 1991].

Die Verwendung der Isomalte GPS und ST erwies sich fiir Lyophilisatrezepturen als
ungeeignet. Die Glasilibergangstemperatur von gefriergetrocknetem Isomalt GPS war mit 33°C
so niedrig, dass bereits nach zweitdgiger Lagerung bei Raumtemperatur ein Kollabieren des
Kuchens einsetzte (vergleiche Abbildung V.1). Im Fall von Isomalt ST lag der T,-Wert nur
wenig hoher, so dass auch dieser Hilfsstoff zur Herstellung eines bei Raumtemperatur
lagerstabilen Lyophilisates ungeeignet ist. Tatsdchlich zeigten die entsprechenden

Zubereitungen ebenfalls nach kurzer Lagerzeit Kollapserscheinungen (Abbildung V.1). Die
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hochste Glasiibergangstemperatur der drei Isomalte besal das GPM angereicherte Produkt,

weshalb diesem Rohstoff aus technologischer Sicht der Vorzug zu geben wire.

Die beiden weiteren Zuckeraustauschstoffe, Raftilose und Raftiline, verhielten sich bei der
Gefriertrocknung unauffillig und fiihrten zu optisch akzeptablen Produkten, die im Fall von

Raftiline den Vorteil einer hohen Glasiibergangstemperatur besaf3en.

Abbildung V.1: Optisches Erscheinungsbild der gefriergetrockneten Hilfsstoffrezepturen. Obere Reihe von
links nach rechts: Saccharose, Trehalose, Mannitol; Mittlere Reihe von links nach rechts: Isomalt ST, Isomalt
GPS, Isomalt GPM, Raftilose, Raftiline ST, Untere Reihe von links nach rechts: Hydroxyectoin, Ectoin,
Arginin-HCL. Die Fotos wurden sieben Tage nach Beendigung des Trocknungsprozesses aufgenommen; zu
diesem Zeitpunkt zeichnete sich im Fall von Saccharose, Isomalt GPS und Isomalt ST bereits ein Kollabieren
des Produktes ab.
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VI. ERGEBNISSE UND DISKUSSION TEIL 4:
Entwicklung einer lagerstabilen Formulierung fiir huKS-IL 2
und hul4.18-1L 2

1  Einfiihrung

Die in Kapitel III vorgestellten Stresstests an huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 machten deutlich,
dass wihrend Herstellung, Transport und Lagerung erhebliche Qualitédtsbeeintridchtigungen der
Proteine infolge physikalischer oder chemischer Instabilititen zu erwarten sind, wenn diese in
hilfsstoftfreier Pufferlosung vorliegen. Das Ziel weiterer Versuchsreihen war es daher, durch
die Verdanderung von Rezepturparametern die Formulierung soweit zu verbessern, dass ein

transport- und lagerstabiles Arzneimittel erhalten wird.

Zur Optimierung der Proteinstabilitit wurde neben dem Zusatz zahlreicher Excipienten in
unterschiedlichen Konzentrationen auch eine Variation der Puffersalze, des pH-Wertes sowie
des Proteingehaltes beriicksichtigt. Dabei wurden auf Basis der in Kapitel V beschriebenen
Studien mit Placeborezepturen sowohl fliissige als auch gefriergetrocknete Zubereitungen

hergestellt. Eine Ubersicht iiber die getesteten Versuchsvariablen findet sich in Tabelle VI.1.

Parameter Versuchsvariable
Arzneiform Injektionslésung versus Lyophilisat
pH-Wert pH 5.0; 5.3; 5.6; 6.0
Puffersalz Natriumcitrat versus Kaliumphosphat
Proteinkonzentration 1.0 mg/ml; 2.0 mg/ml; 4.0 mg/ml; 8,0 mg/ml
Hilfsstoff Mannitol; Saccharose, Trehalose; Isomalt GPM; Raftilose;

Raftiline; Ectoin; Hydroxyectoin; Arginin
Hilfsstoff-Konzentration 0 mM; 30 mM; 60 mM; 90 mM; 300 mM; 600 mM
Tensid-Zusatz 0; 0.001 %; 0.005 %; 0.01 %; 0.05 %; 0.1% Polysorbat 80

Tabelle VI.1: Versuchsvariablen zur Entwicklung einer transport- und lagerstabilen Rezeptur fiir die
Fusionsproteine huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2.

Im ersten Schritt der Formulierungsentwicklung wurden ausschlieBlich fliissige Zubereitungen
der Fusionsproteine untersucht. Diese Studien sollten einerseits Anhaltspunkte iiber das

Stabilisierungspotential verschiedener Rezepturzusammensetzungen liefern und andererseits
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der Frage nachgehen, ob eine Fliissigformulierung fiir die Immunzytokine generell ratsam
wire. Da sich hierbei Bedenken hinsichtlich der Transport- und Lagerstabilitdt der Losungen

ergaben, wurden im weiteren Versuchsverlauf ausgewdhlte Zubereitungen gefriergetrocknet.

Bei der Bewertung der Lyophilisatrezepturen wurde zum einen auf deren Schutzwirkung fiir
den Proteinwirkstoff wéahrend des Herstellungs- und Trocknungsprozesses geachtet, zum

anderen wurde die Lagerstabilitdt der Formulierungen beurteilt.
2 Untersuchungen an fliissigen Zubereitungen

2.1 Parameter pH-Wert

Die vorangegangenen Versuchsreihen mit hilfsstofffreien Rezepturen hatten verdeutlicht, dass
der pH-Wert entscheidende Auswirkungen auf die Stabilitdt der Immunzytokine hat, da er
sowohl physikalische als auch chemische Abbaureaktionen beeinflusst. Bei Beriicksichtigung
aller Instabilititen hatte sich der Bereich zwischen pH 5,0 und 6,0 als optimal fiir die beiden
Fusionsproteine erwiesen. Um das pH-Wert-Optimum der Wirkstoffe noch nédher
einzuschrinken, wurde eine weitere Versuchsreihe gestartet, in der neben den pH-Werten 5,0

und 6,0 auch pH 5,3 und pH 5,6 untersucht wurden.
2.1.1  Versuchsdurchfiihrung

Zur Durchfilhrung der pH-Studie lagen die Proteine in einem Polypuffersystem aus den
Komponenten Nariumcitrat, Natriumphosphat, TRIS und Natriumchlorid vor, in welchem die

Ionenstérke aller Losungen trotz der unterschiedlichen pH-Werte vergleichbar war.

Da sich die chemische Stabilitit der Molekiile wie in Kapitel III gezeigt nur nach
kontinuierlicher thermischer Belastung, nicht jedoch infolge von Schiittel- oder Frier-Tau-
Stress beurteilen lie, wurden die Ldosungen bis zu 6 Wochen lang bei 45°C in einem
Klimaschrank eingelagert. Gegeniiber der vorangegangenen pH-Studie wurde die
Lagertemperatur um 5°C angehoben, um Abbaureaktionen zu forcieren und somit eine bessere

Unterscheidung der Proteinstabilitdt bei den einzelnen pH-Werten zu ermdglichen.

Zur analytischen Beurteilung wurden die Proben unmittelbar nach Herstellung, sowie nach 7,
14, 28 und 42 Tagen mittels GroBenausschluss-, Ionenaustausch- und Umkehrphasen-

chromatographie, sowie mittels Lichtblockade-Messung untersucht.



165 VI. Ergebnisse und Diskussion Teil 4

2.1.2 Ergebnisse und Diskussion

In Ubereinstimmung mit den Daten aus Kapitel III zeichnete sich im Versuchsverlauf ein zum
Teil gegensitzlicher Einfluss des pH-Wertes auf die einzelnen Instabilititsreaktionen ab.
Mittels RP-HPLC und IEC lieB sich fiir beide Immunzytokine eine Beschleunigung der
Oxidations- und Deamidierungsreaktionen mit steigender Basizitdt der Losungen nachweisen.
Die Unterschiede zwischen den vier getesteten pH-Werten von 5,0 bis 6,0 waren hierbei aber
gering (Abbildung VI.1). Die beobachtete Tendenz korrelierte gut mit den Ergebnissen der
ersten pH-Studie und diirfte auf die Zunahme des Oxidationspotentials [Akers 1982, Li et al.
1995] bzw. die leichtere Deprotonierung des Amid-Stickstoffes [Bummer und Koppenol 2000]

bei hoherem pH zuriickgehen.

Neben diesen chemischen Instabilititen verstirkte sich von pH 5,0 nach pH 6,0 aulerdem die
Prizipitationstendenz der Proteinlosungen, wie etwa die in Tabelle VI.2 auf der folgenden

Seite dargestellten Partikelwerte der Proben nach sechswochiger Lagerung bei 45°C belegen.
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Abbildung VI.1: Obere Reihe: Ergebnisse der RP-HPLC. Abbau der schweren Kette (schwarze Balken) und
Entstehung eines Oxidationsproduktes (graue Balken) wihrend sechswichiger Lagerung von huKS-IL 2 (links)
und hul4.18-IL 2 (rechts) bei 45°C. Untere Reihe: Ergebnisse der IEC: Entstehung von
Ladungsheterogenititen wéhrend sechswochiger Lagerung bei 45°C fiir huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2
(rechts). Schwarze Balken: Hauptpeak, graue Balken: Summe Nebenpeaks.
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Anzahl Partikel pro ml Losung
>2um >10pm >25pm

huKS-IL 2

pH 5,0 19 665 1782 62
pHS,3 28 290 990 90
pH 5,6 36 500 2080 300
pH 6,0 51700 5000 500
hu14.18-1L 2

pH 5,0 3797 240 35
pH 5,3 6934 556 26
pH 5,6 7432 688 40
pH 6,0 9417 926 52

Tabelle V1.2: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung: Bildung unloslicher Partikel bei huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 in Abhdngigkeit vom pH-Wert der Zubereitungen wdhrend sechswochiger Lagerung bei 45°C.

Auch dieses Ergebnis stimmte mit den Vorversuchen iiberein und lieB sich durch die
zunehmende Neutralisierung der Oberflichenladung und die damit einhergehende
Verringerung intermolekularer Abstoungskréfte bei Anndherung an den isoelektrischen Punkt

der Molekiile erklédren [Jaenicke 1987, Fersht 1999].
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Abbildung VI1.2: Ergebnisse der SE-HPLC: Wiederfindung von Proteinmonomer und Ioslichen Aggregaten
nach sechswochiger Lagerung bei 45°C und verschiedenen pH-Werten. Links: huKS-IL 2, rechts: hul4.18-IL 2.
Schwarze Balken: Monomer, graue Balken: Aggregate.

Die Analyse der Proben mittels SE-HPLC machte aber deutlich, dass das Stabilititsoptimum
der Immunzytokine trotz der vergleichsweise geringen Partikelbildung und dem verzogerten
chemischen Abbau nicht bei pH 5,0 liegt. Wie in Abbildung VI.2 dargestellt, war vielmehr die
Abnahme des Monomergehaltes sowohl fiir huKS-IL 2 als auch fiir hul4.18-IL 2 bei pH 5,6
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am schwiéchsten ausgeprigt. Als Ursache hierfiir diirfte, wie im folgenden dargestellt, die
pH-Abhéngigkeit der Entfaltungstemperatur in Frage kommen. Die mittels FTIR-
Spektroskopie  bestimmten — T,,-Werte  erbrachten den  Nachweis, dass die
Denaturierungstendenz der Modellproteine mit steigendem pH-Wert leicht abnimmt (Tabelle
VI.3). Auch diese Beobachtung korrelierte mit den Resultaten aus Kapitel IIT und stimmte mit
theoretischen Uberlegungen iiberein, die bei Anndiherung an den isoelektrischen Punkt eine
Verringerung der Entfaltungsneigung infolge der abgeschwichten elektrostatischen AbstoBung

zwischen gleichsinnig geladenen Aminosédureresten vermuten lassen [Jaenicke 1987].

FTIR-Spektroskopie
To, 1637 Tm, 1637 To, 1623 Tm, 1623
huKS-IL 2
pH 5,0 61,5°C 64,6 °C 60,0 °C 62,8 °C
pHS,3 61,8°C 64,8°C 60,5°C 63,3°C
pH 5,6 62,1°C 64,9°C 61,1°C 63,9°C
pH 6,0 62,2 °C 65,2 °C 61,1 °C 64,1 °C
hu14.18-1L 2
pH 5,0 62,7 °C 66,3 °C 61,9 °C 64,5 °C
pHS,3 64,7°C 68,1°C 64,2°C 66,9°C
pH 5,6 67,0°C 70,4°C 66,1°C 68,5°C
pH 6,0 67,8 °C 70,3 °C 66,8 °C 69,0 °C

Tabelle VI.3: Ubergangstemperatur der Proteinentfaltung, ermittelt durch FTIR-Spektroskopie. Angaben zur
Berechnung der Parameter sind in Kapitel Il wiedergegeben. Die Messwerte fiir die pH-Werte 5,0 und 6,0 sind
ebenfalls Kapitel 11l entnommen.

Wie die Versuchsergebnisse verdeutlichen, kann der optimale pH-Wert fiir Formulierungen der
Immunzytokine lediglich einen Kompromiss zwischen einer geringen Entfaltungsneigung
einerseits, sowie moglichst schwachen Oxidations-, Deamidierungs- und Préizipitations-
tendenzen andererseits darstellen. Auf Grundlage der vorliegenden Daten wurde entschieden,
zur Optimierung der Proteinstabilitdt in kiinftigen Rezepturen den pH-Wert auf 5,6
abzusenken. Unter diesen Bedingungen lie sich der Vorteil einer vergleichsweise hohen
Denaturierungstemperatur ausnutzen, ohne die chemische Stabilitit der Molekiile stark zu
beeintrachtigen. Der Problematik der vermehrten Préizipitatbildung konnte hingegen wie im

weiteren Verlauf der Arbeit gezeigt durch den Zusatz von Tensiden entgegengewirkt werden.
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2.2 Parameter Hilfsstoffe, Puffersalz und Proteinkonzentration

Mit dem Einsatz verschiedener Excipienten sowie der Variation des Puffersystems und der
Proteinkonzentration wurden weitere Versuche unternommen, um die Stabilitit der
Immunzytokine durch eine Verdnderung von Formulierungsparametern zu verbessern. Da in
den bisherigen Studien huKS-IL 2 durch eine besonders hohe Anfilligkeit fiir
Abbaureaktionen aufgefallen war, erfolgten die Untersuchungen zur Rezepturoptimierung im
Sinne einer ,,worst case“-Betrachtung zundchst ausschlieBlich mit diesem Wirkstoff.

Ausgewdhlte Formulierungen wurden spéter aber auch auf hul4.18-IL 2 iibertragen.
221 Versuchsdurchfithrung

Unter Beibehaltung des citrathaltigen Puffersystems und der Proteinkonzentration von 1 mg/ml
wurde die Wirkstoffstabilitit zundchst in Gegenwart verschiedener Additive in variabler
Konzentration untersucht. Eine Ubersicht iiber die Test-Rezepturen gibt Tabelle V1.4 auf der
folgenden Seite. Wéhrend zur Vereinfachung des Zulassungsverfahrens bei der Entwicklung
neuer Arzneiformen meist nur Hilfsstoffe beriicksichtigt werden, die von den regulatorischen
Behorden bereits fiir die Anwendung am Menschen genehmigt wurden, kamen in der
vorliegenden Arbeit mit Isomalt, Raftilose, Raftiline, Ectoin und Hydroxyectoin auch einige
innovative Excipienten zum Einsatz. Dariiber hinaus wurden die Hilfsstoffe Mannitol und
Arginin verwendet, die beide in der aktuellen galenischen Formulierung der Immunzytokine
enthalten sind. Zusétzlich wurden mit Saccharose und Trehalose zwei Verbindungen
eingesetzt, die in der Literatur besonders hiufig als Proteinstabilisatoren empfohlen werden
und darliber hinaus bereits Bestandteil vieler Marktpriparate sind [Wang und Hanson 1988,
Manning et al. 1989]. Die Mehrzahl der Additive wurde in einem weiten
Konzentrationsbereich von 30-600 mM getestet. Wihrend sich die Wahl der niedrigen
Konzentration an der gegenwirtigen Rezeptur der Immunzytokine orientierte, spiegelten die
hoheren Hilfsstoff-Zusdtze Empfehlungen aus der Fachliteratur wieder, zur Ausnutzung des
proteinstabilisierenden ,,Preferential Exclusion® Effektes die Excipienten in Mindest-
konzentrationen von 0,3-0,5 M zuzugeben [Carpenter und Crowe 1988, Arakawa et al. 1993].
Aus Loslichkeitsgriinden konnte die Polysaccharid-Verbindung Raftiline allerdings nur in

einer Konzentration von 30 mM eingesetzt werden (Tabelle VI1.4).

Um neben der Wirkung von Hilfsstoffen auch die Bedeutung des Puffersalzes fiir die
Proteinstabilitdt zu evaluieren, wurde in einer weiteren Versuchsreihe das Natriumcitratsystem
durch Kaliumphosphatpuffer ersetzt. In dieser Studie enthielten die Losungen zusétzlich bis zu

600mM Saccharose (Tabelle VI1.4).
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Durch den Vergleich von Rezepturen mit Proteinkonzentrationen von 1-8 mg/ml sollte
aullerdem der Einfluss des Wirkstoffgehaltes auf die Stabilitdt der Formulierungen untersucht
werden. Die dabei getesteten Zubereitungen enthielten jeweils Saccharose in einer

Konzentration von 60mM (Tabelle V1.4).

Bei der Auswertung der Versuchsreihen zeigte sich, dass keine der genannten Stabilisierungs-
strategien die stressinduzierte Entstehung von Proteinprizipitaten vollig verhindern konnte.
Daraufhin wurde mit dem FEinsatz eines nichtionischen Tensids ein weiterer Versuch der
Rezepturverbesserung unternommen. In diesen Experimenten enthielten die Zubereitungen
auBer Polysorbat 80 in variabler Konzentration keine anderen Hilfsstoffe. Erst in weiter-

filhrenden Studien wurden schlieBlich auch Kombinationen mehrerer Hilfsstoffe getestet.

Excipient

Puffersalz Protein-Konz. Art Hilfsstoff-Konz.
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Saccharose 0/30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Trehalose 30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Ectoin 30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Hydroxyectoin  30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml I[somalt GPM 30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Raftilose 30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Mannitol 30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Arginin 30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Raftiline 30 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 1 mg/ml Polysorbat 80 0,001/0,005/0,01/0,05/0,1%
K-Phosphat, 20mM, pH 6.0| 1 mg/ml Saccharose 0/30/60/90/300/600 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 2 mg/ml Saccharose 60 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 4 mg/ml Saccharose 60 mM
Na-Citrat, 20mM, pH 6.0 8 mg/ml Saccharose 60 mM

Tabelle VI.4: Ubersicht Rezepturen huKS-IL 2 mit Zuscitzen einzelner Hilfsstoffe in variabler Konzentration.
Die Evaluierung von Hilfsstoffen erfolgte parallel zu der im vorigen Kapitel erliuterten pH-Studie, wodurch
sich der pH-Wert von 6.0 in diesen Versuchen erklirt. In nachfolgenden Experimenten wurde der pH-Wert zur

Optimierung der Proteinstabilitit auf 5.6 abgesenkt.

Da sich bei den Versuchsreihen in Kapitel III die Einfrierstabilitdt der Immunzytokine als
besonders kritisch erwiesen hatte, schienen Frier-Tau-Zyklen eine probate Stressmethode zu

sein, um den Einfluss verschiedener Rezepturvariablen auf die Proteinstabilitit zu evaluieren.
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Um einen ersten Eindruck von der protektiven Wirkung der einzelnen Formulierungsparameter
zu bekommen, wurden die Zubereitungen daher zundchst in Frier-Tau-Studien miteinander

verglichen. Vielversprechende Rezepturen wurden spiter noch weiteren Stresstests unterzogen.

Zur Bewertung des Aggregationsverhaltens wurden visuelle Kontrollen sowie SE-HPLC- und
Lichtblockade-Messungen durchgefiihrt. Auf eine Untersuchung chemischer Instabilitdten
wurde in den Frier-Tau-Experimenten verzichtet, da sich an anderer Stelle bereits gezeigt hatte,
dass durch Frier-Tau-Stress keine kovalenten Abbaureaktionen der Fusionsproteine induziert

werden.

2.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Einfluss von Kohlenhydrat- und Aminoséiure-Verbindungen

Einen ersten Eindruck vom Stabilisierungspotential der verschiedenen Excipienten vermitteln
die Resultate der SE-HPLC in Abbildung VI.3 (Kohlenhydrate) und Abbildung VI.4

(Aminosédure-Derivate) auf den folgenden Seiten.

Wie die Diagramme illustrieren, konnten in den meisten Féllen bereits niedrig konzentrierte
Zusitze der Kohlenhydrat- oder Aminosdureverbindungen die Monomeren-Wiederfindung
nach Frier-Tau-Stress etwas verbessern. Mit steigenden Hilfsstoff-Anteilen war in der Regel

auch eine Intensivierung der proteinstabilisierenden Wirkung zu beobachten.

Ein hiervon abweichendes Verhalten zeigte der Zuckeralkohol Mannitol, der huKS-IL 2 im
Bereich von 30 — 90 mM kaum zu stabilisieren vermochte und sich in Konzentrationen
> 300mM sogar negativ auf die Proteinstabilitit auswirkte. Aus der Literatur ist bekannt, dass
Mannitol beim Einfrieren oder Gefriertrocknen leicht auskristallisiert [Izutsu et al. 1994, Kim
et al. 1998, Lueckel et al. 1998, Johnson et al. 2001]. Dies fiihrt im Fall von
Proteinzubereitungen in der Regel zu einer Destabilisierung des Wirkstoffes. Schuld daran ist
die Kristallbildung selbst sowie die Entfernung des Excipienten aus der amorphen
Proteinphase, durch welche die protektiven Wechselwirkungen mit dem Wirkstoff verloren
gehen [Johnson et al. 2001]. Die Kristallisationsneigung des Mannitols hdngt von
verschiedenen Faktoren wie der Konzentration des Zuckeralkohols, der Anwesenheit und
Konzentration weiterer Solute sowie der thermischen Behandlung einer Zubereitung (z.B.
Einfrierrate) ab [Cavatur et al. 2002, Kim et al. 1998]. Langsames Einfrieren (< 10K/Min) und
steigende Mannitol-Zusétze erleichtern beispielsweise die Kristallbildung [Cavatur et al. 2002,
Kim et al. 1998]. Im Fall der huKS-IL 2 haltigen Zubereitungen mit = 300mM Mannitol
konnte mittels DSC-Messung gezeigt werden, dass wihrend des Einfrierens Kristallisations-

effekte auftreten, welche die schlechten Stabilititsdaten dieser Rezepturen erkléren diirften.
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Andere Standard-Hilfsstoffe wie Saccharose, Trehalose und Arginin konnten im Gegensatz zu
Mannitol die Frier-Tau-Stabilitét von huKS-IL 2 deutlich verbessern. Konzentrationsabhéngig
zeigte sich eine Abnahme des stressinduzierten Monomeren-Verlustes (Abbildungen V1.3 und

VI1.4). Die kryoprotektive Wirkung der Aminosdure war dabei derjenigen der beiden Zucker

leicht iiberlegen.
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Abbildung VI.3: Ergebnisse der SE-HPLC: Monomer- und Aggregatanteil nach vier Frier-Tau-Zyklen fiir
huKS IL-2 in 20mM Natriumcitratpuffer und bei Zusatz verschiedener Kohlenhydrate im Konzentrationsbereich
von 30 bis 600 mM. Von links oben nach rechts unten: 30 mM, 60 mM, 90 mM, 300 mM, 600 mM Hilfsstoff-
Zusatz. Schwarze Balken: Monomeranteil. Graue Balken: Summe der loslichen Aggregate. Die Ergebnisse der
hilfsstofffreien Vergleichs-Formulierung sind als unterbrochene Linie mit eingezeichnet.
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Abbildung V1.4: Ergebnisse der SE-HPLC: Monomer- u. Aggregatanteil nach vier Frier-Tau-Zyklen in 20mM
Natriumcitratpuffer und bei Zusatz verschiedener Aminosdure-Verbindungen im Konzentrationsbereich von 30
bis 600 mM. Von links oben nach rechts unten: 30 mM, 60 mM, 90 mM, 300 mM, 600 mM Hilfsstoff-Zusatz.
Schwarze Balken: Monomeranteil. Graue Balken: Summe der Ioslichen Aggregate. Die Ergebnisse der
hilfsstofffreien Vergleichs-Formulierung sind als unterbrochene Linie mit eingezeichnet.

Interessanterweise zeichnete sich fiir einige der neuartigen Hilfsstoffe ein mindestens
vergleichbares Stabilisierungspotential ab wie fiir die herkdmmlichen Additive. Als besonders
wirksam erwies sich Ectoin, das in den Frier-Tau-Versuchen von allen getesteten
Verbindungen die stirkste Schutzwirkung fiir das Modellprotein huKS-IL 2 bot. Zu einem
dhnlichen Ergebnis kam bereits der Arbeitskreis um Galinski, der die Einfrierstabilitdt von
Lactatdehydrogenase und Phosphofruktokinase in Gegenwart der kompatiblen Solute Ectoin

und Hydroxyectoin evaluierte. Dabei wurden beide Excipienten als effektive
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Kryoprotektoren identifiziert, deren Wirkung die von Saccharose und Trehalose sogar tibertraf

[Lippert und Galinski 1992, Géller und Galinski 1999].

In der vorliegenden Studie mit huKS-IL 2 zeigte Hydroxyectoin in niedriger Konzentration
ebenfalls sehr gute Stabilisierungseffekte und schnitt &hnlich gut ab wie Ectoin; allerdings lief3
sich die protektive Wirkung durch weitere Erh6hung des Hilfsstoff-Anteils nur geringfiigig

verstiarken.

Unter den getesteten Kohlenhydraten waren Isomalt und Raftilose gut als Kryoprotektoren fiir
huKS-IL 2 wirksam. Dabei entsprach das Stabilisierungspotential der Substanzen der Wirkung
etablierter Additive wie Saccharose oder Trehalose; eine Uberlegenheit der neuartigen
Hilfsstoffe zeichnete sich allerdings nicht ab. Der dritte Zuckerersatzstoff, Raftiline, lieferte im
Gegensatz zu Isomalt und Raftilose enttduschende Ergebnisse. Das Fructose-Polymer konnte
aus Loslichkeitsgriinden nur in der niedrigsten Test-Konzentration von 30mM verwendet
werden, wobei die Zubereitung im Vergleich zu der hilfsstofffreien Formulierung keinerlei
Verbesserung der Proteinstabilitdt bewirkte. Bei der visuellen Kontrolle der gestressten Proben
fiel ein kompakter weiller Niederschlag auf, der sich auch nach Zusatz von Guanidinium-HCI
nicht aufléste. Daher wurde angenommen, dass im Versuchsverlauf eine Ausfallung der wenig
16slichen, hohermolekularen Bestandteile der Raftiline stattgefunden hatte. Dieser Verdacht
wurde durch einen Frier-Tau-Versuch mit Placebolosung erhirtet, bei dem ebenfalls die

Entstehung eines feinen Niederschlags zu beobachten war.

Hilfsstoff-Zusatz
Ohne 30mM 60mM 90mM 300mM 600mM
Natriumcitrat-Puffer

Zusatz Mannitol 533134 522682 493998 450588 570412 716210
Zusatz Arginin 533134 378640 302736 293110 95524 21675
Zusatz Saccharose 533134 401400 332488 260722 86280 27533
Zusatz Trehalose 533134 424298 388616 300414 102366 25412
Zusatz Ectoin 533134 282316 256480 205326 10 428 5966
Zusatz Hydroxyectoin 533134 399482 392141 356656 300102 244318
Zusatz Isomalt GPM 533134 387212 345200 277232 79 631 32185
Zusatz Raftilose 533134 488224 328512 298 818 63986 30417
Zusatz Raftiline 533134 568 866 - - - -

Tabelle V1.5: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung fiir huKS-IL 2 in verschiedenen Rezepturen: Anzahl von
Partikeln > 2 um pro ml Losung nach vier Einfrier-Auftau-Zyklen. Die Daten der hilfsstofffreien Formulierung

wurden Kapitel Il entnommen.
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Wenngleich sich anhand der HPLC-Ergebnisse belegen lie, dass die Einfrierstabilitit von
huKS-IL 2 in Gegenwart der meisten Additive wesentlich verbessert wurde, wiesen alle
bislang getesteten Rezepturen noch Schwachstellen auf, da unter der Einwirkung von Frier-
Tau-Stress stets die Bildung von Proteinprizipitaten festzustellen war. Die Ausfillung des
Wirkstoffes konnte durch steigende Hilfsstoff-Zusitze zwar reduziert, jedoch nicht vollstandig
verhindert werden. Dies belegen etwa die durch Lichtblockade-Messung ermittelten

Partikelzahlen der Losungen, dargestellt in Tabelle VI.5.

Vergleichbare Ergebnisse wurden bereits von anderen Autoren beschrieben. Zippelius
beobachtete bei Frier-Tau-Versuchen mit dem monoklonalen Antikdérper Daclizumab eine
erhohte Wiederfindung des Proteinmonomeren in Gegenwart von Saccharose oder Trehalose;
Prizipitationserscheinungen lieBen sich mit diesen Rezepturen hingegen nicht unterbinden
[Zippelius 2002]. Auch bei der Gefriertrocknung von Faktor XIII konnte durch Zusatz
derselben beiden Kohlenhydrate die Wiederfindung des nativen Proteins stark verbessert
werden, wohingegen die Entstehung unldslicher Aggregate nicht verhindert wurde [Kreilgaard
et al. 1998]. In beiden Féllen wurde die Prézipitation der Wirkstoffe durch Verwendung
niedriger Konzentrationen eines nichtionischen Tensids minimiert. Bei den genannten
Beispielen Daclizumab und Faktor XIII wurden dabei die Substanzen Polysorbat 80 [Zippelius
2002] und Polysorbat 20 [Kreilgaard et al. 1998] eingesetzt.

Einfluss eines Tensids

Um zu tiberpriifen, ob oberflichenaktive Substanzen auch im Fall von huKS-IL 2 die Bildung
von Proteinprézipitaten verhindern konnten, wurden mehrere Rezepturen mit Zusétzen des
nichtionischen Tensids Polysorbat 80 im Konzentrationsbereich von 0,001% bis 0,1%
hinsichtlich ihrer Frier-Tau-Stabilitdt liberpriift. Die Ergebnisse der Versuchsreihe sind in

Tabelle VI.6 auf der folgenden Seite zusammengefasst.

Aus den Analysendaten geht hervor, dass bereits geringe Mengen von Tween® 80 die Bildung
unloslicher Aggregate erheblich zu reduzieren vermogen. Dies verdeutlicht etwa die starke
Abnahme der Partikellast gestresster Proben in Gegenwart des Tensids. Bei der SE-HPLC
spiegelte sich die verringerte Préizipitationstendenz in einer Vergrosserung der
Gesamtpeakflachen wieder. Mit steigendem Tensid-Gehalt fiel in den Chromatogrammen der
belasteten Proben neben der Zunahme der Absolutflichen ein verstiarkter Anstieg des relativen
Anteils loslicher Aggregate auf (Tabelle VI.6). Vergleichbare Ergebnisse wurden bereits von
Kreilgaard fiir das Modellprotein Faktor XIII veroffentlicht [Kreilgaard et al. 1998]. Auch hier

wurde durch den Zusatz von Tween® die Ausfillung des Proteins bei Frier-Tau- und
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Schiittelstress verhindert, parallel dazu nahmen jedoch die 16slichen Aggregate zu. Unter der
Annahme, dass die Préazipitate aus loslichen Aggregat-Vorstufen entstehen, lie sich dieses
Ergebnis dahingehend interpretieren, dass der Tensid-Zusatz insbesondere die Vereinigung
kleinerer Multimere zu unldslichen Partikeln unterdriickt, weniger die Zusammenlagerung

mehrerer Monomeren zu 16slichen Aggregaten.

Ergebnisse SE-HPLC (%) Ergebnisse Lichtblockade (Partikel/ml)
Monomer Losl. Aggregate >2pum >10pm >25um
Tensid-Zusatz
ohne 70,7 4,9 533134 38 466 1100
0,001% 71,5 53 18 497 824 37
0,005% 77,8 6,6 12312 651 14
0,01% 85,9 8,6 5565 148 2
0,05% 85,4 9,5 5833 166 2
0,1% 85,0 10,5 5621 153 6

Tabelle VI.6: Ergebnisse der SE-HPLC und der Lichtblockade-Messung fiir huKS-IL 2 in Gegenwart
verschiedener Tensid-Zusdtze: Bildung von Aggregaten und Prdzipitaten unter dem Einfluss von vier Frier-
Tau-Zyklen. Die Daten der tensidfreien Formulierung wurden Kapitel 1II entnommen. Die Zubereitungen

enthielten neben dem Detergens keine weiteren Hilfsstoffzusdtze.

In der getesteten Konzentrationsreihe zeigte sich bis zu einem Tensid-Zusatz von 0,01%
Tween® 80 eine deutliche Verbesserung der Proteinstabilitit mit steigendem Hilfsstoff-Anteil
(Tabelle VI.6). Bei hoheren Tensid-Konzentrationen war allerdings kein weiterer Vorteil fiir
die Proteinstabilitidt festzustellen. Der Grund dafiir konnte entsprechend einer von Hillgren
verdffentlichten Hypothese darin liegen, dass nach Uberschreiten der kritischen
Mizellbildungskonzentration die zusitzlich eingebrachten Tensidmolekiile vorzugsweise in
Mizellen inkorporiert werden und damit nicht fiir den Schutz des Proteins zur Verfiigung

stehen [Hillgren et al. 2002].

Entsprechend Literaturangaben liegt die CMC von Polysorbat 80 in Wasser je nach
Temperatur der Losung im Bereich von 10-130 puM oder 0,0013-0,017 % [Hillgren et al.
2002]. Im Einzelfall konnen jedoch auch hiervon abweichende Werte auftreten, da
Losungsmittel-Einfliisse wie pH-Wert, lonenstirke und Kosolventien die CMC verdndern. Zur
praktischen Uberpriifung der kritischen Mizellbildungkonzentration in der verwendeten
Rezepturzusammensetzung wurden Placebolosungen mit variablem Tensidgehalt hinsichtlich

threr Oberflichenspannung analysiert. Die mit Hilfe eines Ringtensiometers ermittelte
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Messreihe ist in Abbildung VI.5 dargestellt. Die Bestimmung der CMC erfolgte daraus durch
Auftragung der Oberfldchenspannung gegen den Logarithmus der Tensidkonzentration. Der
gesuchte Wert wurde am Schnittpunkt der durch die beiden Kurvendste gehenden Geraden
abgelesen und entsprach im untersuchten System einer Konzentration von 0,01%
Polysorbat 80. Nach der von Hillgren et al. vorgeschlagenen Hypothese liee sich damit
erkldren, warum die Hilfsstoffzusdtze von 0,05 % und 0,1 % keinen Vorteil gegeniiber der

0,01% igen Tensidzugabe fiir die Proteinstabilisierung brachten [Hillgren et al. 2002].
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Abbildung V1.5: Messung der Oberflichenspannung in Abhdngigkeit von der Tensidkonzentration.

Vor dem Hintergrund der vorliegenden Ergebnisse erschien es sinnvoll, in die Formulierungen
der Immunzytokine sowohl eine Kohlenhydrat- oder Aminoséureverbindung zur Stabilisierung
des nativen Proteins, als auch ein Tensid zur Reduktion der Prézipitatbildung einzubringen.
Ehe verschiedene Rezepturzusammensetzungen getestet wurden, die dieser Anforderung
Rechnung trugen, sollte jedoch tiiberpriift werden, inwiefern sich auBlerdem die beiden

Parameter Puffersalz und Proteinkonzentration auf die Stabilitdt der Zubereitungen auswirken.

Einfluss des Puffersystems

Bei der Evaluierung verschiedener Puffersysteme wurde deutlich, dass sich durch den
Austausch von Citratpuffer durch Kaliumphosphatpuffer die Einfrierstabilitdt von huKS-IL 2
erheblich verbessert. Dies belegen etwa die Partikelzahlen der gestressten Proben (Tabelle V1.7
auf der folgenden Seite). Zwar trat infolge von Frier-Tau-Stress auch in den Kaliumphosphat
haltigen Formulierungen noch ein Anstieg der Partikelwerte auf, der zeigte, dass die
Prazipitation des Wirkstoffes nicht génzlich verhindert werden konnte. Die Partikellast war

jedoch in allen Proben deutlich geringer als in den vergleichbaren Natriumcitrat-Systemen.
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Saccharose-Zusatz
ohne 30mM 60mM I90mM 300mM 600mM

Versuch Puffersalz
Natriumcitrat 533 134 401400 332488 260722 86 280 27 533
Kaliumphosphat 271133 200470 201308 106412 12436 6 090

Versuch Proteinkonz.

Proteinkonz. 1 mg/ml - - 332 488 - - -
Proteinkonz. 2 mg/ml - - 470 208 - - -
Proteinkonz. 4 mg/ml - - 456 300 - - -
Proteinkonz. 8 mg/ml - - 402 656 - - -

Tabelle VI.7: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung fiir huKS-IL 2 in verschiedenen Rezepturen: Dargestellt
ist die Anzahl von Partikeln > 2 um pro ml Lésung nach vier Einfrier-Aufiau-Zyklen. Die Ergebnisse der
Saccharose freien Proben sind Kapitel Il entnommen.

Auch die Ergebnisse der SE-HPLC deuteten auf einen Vorteil des Kaliumphosphatpuffers
gegeniiber den Citratsalzen hin. So war die Wiederfindung des Protein-Monomeren nach Frier-
Tau-Stress unabhédngig von der zugesetzten Saccharose-Menge im Phosphatsystem generell
hoher als in der vergleichbaren Citrat-Formulierung (Abbildung VI.6). Diese Beobachtung
entsprach den Messungen aus Kapitel III, bei denen sich hilfsstofffreie Rezepturen mit
Kaliumphosphat ebenfalls als stabiler erwiesen hatten als entsprechende citrathaltige
Zubereitungen. Die Uberlegenheit des Kaliumphosphatsystems nahm in Gegenwart steigender

Saccharose-Zusétze allerdings langsam ab (Abbildung VI1.6).

Wiederfindung (%)

t t t t t
0 30 60 90 300 600
Hilfsstoff-Zusatz (mM)

Abbildung V1.6: Ergebnisse der SE-HPLC fiir huKS IL-2 in 20mM Kaliumphosphatpuffer und bei Zusatz von
Saccharose: Monomer- und Aggregatanteil nach Frier-Tau-Stress in Abhdngigkeit von der zugesetzten
Saccharose-Menge. Schwarze Balken: Monomeranteil. Graue Balken: Summe der Islichen Aggregate. Die
Ergebnisse der citrathaltigen Formulierungen sind zu Vergleichszwecken als Linie dargestellt.
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Eine naheliegende Erklirung fiir die Verbesserung der Frier-Tau-Stabilitdt in
Kaliumphosphatpuffer diirfte die hohe pH-Wert-Konstanz dieses Systems beim Einfrieren
bieten. In mehreren Verdffentlichungen wurde bereits darauf hingewiesen, dass
Proteinwirkstoffe durch die pH-Wert-Verschiebung gefrierender Pufferlosungen unter
Umstédnden stark geschéddigt werden [Anchordoquy und Carpenter 1996, Sarciaux et al. 1999,
Pikal-Cleland et al. 2000]. Fiir die Immunzytokine wurde in Kapitel III gezeigt, dass selbst der
recht schwache pH-Shift von 0,7 Einheiten, der beim Einfrieren von Natriumcitrat-Puffer
auftritt, die Molekiile destabilisiert. Im Kaliumphosphat-System veréndert sich der pH-Wert
beim Einfrieren lediglich um etwa 0,2 Einheiten (Kapitel III), was fiir die Stabilitit der
Fusionsproteine von groBem Nutzen sein diirfte. Dieser Vorteil des Phosphatpuffers gegeniiber
Natriumcitrat ldsst sich entsprechend der vorliegenden Datenreihe selbst durch konzentrierte

Zusitze proteinstabilisierender Hilfsstoffe nicht aufwiegen.

Einfluss der Proteinkonzentration

Die in einer weiteren Versuchsreihe untersuchte Erhdhung der Proteinkonzentration hatte
ebenfalls einen positiven Effekt auf die Stabilitdt von huKS-IL 2. Die Ergebnisse der SEC in
Abbildung VI.7 belegen, dass allein durch die Zunahme des Proteingehaltes von 1 mg/ml auf
8 mg/ml der stressinduzierte Monomerenverlust deutlich verringert werden konnte. Analog
dazu verzeichnete die Lichtblockade-Messung der gestressten Proben eine Verringerung der

Partikelwerte bei erhohtem Proteingehalt (Tabelle VI.7 auf der vorigen Seite).

Wiederfindung (%)
3

1 2 4 8
Proteinkonzentration (mg/ml)

Abbildung VI.7: Ergebnisse der SE-HPLC fiir huKS IL-2: Vergleich des Monomer- und Aggregatanteils nach
Frier-Tau-Stress in Abhdngigkeit von der Proteinkonzentration. Schwarze Balken: Monomeranteil. Graue
Balken: Summe der [6slichen Aggregate.

Auch am Beispiel anderer Enzyme und Proteine wurde bereits beobachtet, dass die Stabilitdt
bei Einfrier- und Lyophilisierungsprozessen direkt mit der initialen Proteinkonzentration zu

korrelieren scheint [Allison et al. 1996, Wang 2000]. So lieB sich bei Frier-Tau-Versuchen mit
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rhFXIII die Wiederfindung des nativen Molekiils durch Erhohung der Proteinkonzentration
von Img/ml auf 10mg/ml verbessern [Kreilgaard et al. 1998]. Im Fall von LDH wurde das
Einfrier-Verhalten ebenso wie die Stabilitdt beim Gefriertrocknen durch Erhéhung des
Proteinanteils von 10pg/ml auf 175pg/ml bzw. 500pg/ml positiv beeinflusst [Carpenter et al.
1990, Anchordoquy und Carpenter 1996].

Zur Erkldrung dieses Phdnomens werden in der Literatur vor allem zwei Hypothesen
herangezogen. Zum einen sollen sich in konzentrierten Losungen die Denaturierungsvorginge
infolge sterischer Repulsion zwischen unmittelbar benachbarten Proteinmolekiilen verringern
[Minton 1981]. Zum anderen ist die wdhrend des FEinfrierens entstechende Eis-Wasser-
Grenzflache in ihrer GroBe limitiert, so dass nur eine begrenzte Anzahl von Proteinmolekiilen
an dieser Oberflache akkumuliert und denaturiert wird. Mit steigender Wirkstoff-konzentration

nimmt daher der Anteil entfalteter Molekiile relativ gesehen ab [Allison et al. 1996].
2.3 Rezepturoptimierung
2.3.1 Versuchsdurchfiithrung

Auf Basis der zuvor beschriebenen Studien zum Einfluss einzelner Formulierungsparameter
auf die Proteinstabilitdt wurden weitere Versuche durchgefiihrt, bei denen durch die

Kombination der verschiedenen Faktoren eine Rezepturoptimierung erreicht werden sollte.

Unter Verwendung eines 20mM Kaliumphosphatpuffer-Systems wurden daher Zubereitungen
mit einem pH-Wert von 5,6 hergestellt, die 0,01% Polysorbat 80 sowie einen der Hilfsstoffe
Saccharose, Trehalose, Arginin, Ectoin, Hydroxyectoin, Raftilose oder Isomalt GPM
enthielten. Die Additive Mannitol und Raftiline wurden aufgrund ihrer schlechten Ergebnisse
in den Vorversuchen nicht weiter beriicksichtigt. Die Aminosdure- oder Kohlenhydrat-
verbindungen wurden in allen Rezepturen jeweils in einer Konzentration von 300mM
eingesetzt, da von dieser Hilfsstoffmenge einerseits gute Stabilisierungseffekte zu erwarten
waren und andererseits iso- bis schwach hypertonische Verhiltnisse geschaffen wurden. Der
Proteingehalt in den Zubereitungen betrug jeweils 2mg/ml. Zwar wurde in den
vorangegangenen Versuchsreihen nachgewiesen, dass sich die Anhebung des Wirkstoffanteils
auf bis zu 8mg/ml positiv auf die Stabilitit der Rezepturen auswirkt, aufgrund des groBen

Materialbedarfs wurde jedoch darauf verzichtet, derart hohe Konzentrationen einzusetzen.

Eine Ubersicht iiber die genaue Zusammensetzung der hergestellten Formulierungen findet

sich in Tabelle VI.8 auf der folgenden Seite.
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Puffersalz Protein- Excipient 1 Excipient 2
konz. Art Konz. (mM) Art Konz. (%)
K-Phosphat, 20 mM 2 mg/ml Saccharose 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM | 2 mg/ml Trehalose 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM 2 mg/ml Isomalt 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM 2 mg/ml Raftilose 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM 2 mg/ml Arginin 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM 2 mg/ml Ectoin 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM | 2 mg/ml Hydroxyectoin 300 Tween 80 0,01

Tabelle VI.8: Ubersicht der huKS-IL 2 Rezepturen mit mehreren Hilfsstoffen.

Die Zubereitungen wurden zundchst wie in der zuvor beschriebenen Screening-Studie
mehrfachen Frier-Tau-Zyklen unterworfen und dabei hinsichtlich ithres
Stabilisierungsvermogens fiir den Proteinwirkstoff beurteilt. Dariiber hinaus wurden
Schiittelstress-Versuche durchgefiihrt, um festzustellen, ob die Rezepturen auch unter anderen
Stressbedingungen ausreichend Schutz fiir das Immunzytokin bieten. Die Probenahme fiir
analytische Zwecke erfolgte hierbei nach 0, 24 und 48 Stunden. In beiden Testreithen wurde
eine visuelle Kontrolle der frisch hergestellten und der belasteten Proben sowie eine Analyse
der Losungen mittels SE-HPLC und Lichtblockade-Messung vorgenommen. Auf eine
Uberpriifung kovalenter Abbaureaktionen wurde in beiden Versuchsreihen verzichtet, da die
Voruntersuchungen gezeigt hatten, dass chemische Instabilitidten erst wéhrend der Lagerung

der Proteine bei erhohter Temperatur auftreten.

Zur Untersuchung der Lagerstabilitdt wurden die Rezepturen bei 2-8°C, 25°C und 40°C in
Kiihl- bzw. Klimaschranken aufbewahrt. Nach 0, 2, 4, 8 und 12 Wochen erfolgte die
Bewertung der Proteinstabilitdt mittels SE-HPLC und Lichtblockade-Messsung. Zu einigen
Zeitpunkten wurden auBerdem Analysen mittels Umkehrphasen- und Ionenaustausch-

chromatographie durchgefiihrt.
2.3.2 Ergebnisse und Diskussion: Frier-Tau-Versuche

Die Ergebnisse der SE-HPLC und der Lichtblockade-Messung in Abbildung VI.8 auf der
folgenden Seite verschaffen einen ersten Eindruck vom Stabilisierungspotential der getesteten
Rezepturen. Der Vergleich mit der hilfsstofffreien Zubereitung verdeutlicht, dass alle
Formulierungen die Einfrierstabilitidt von huKS-IL 2 wesentlich verbessern konnten. Durch die
Nutzung synergistischer Stabilisierungsstrategien (pH-Wert- und Puffer-Optimierung,

Additive) zeigten die Rezepturen aullerdem bessere kryoprotektive Eigenschaften als die im
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vorigen Kapitel diskutierten Zubereitungen mit einzelnen Excipienten. So wurde in den
belasteten Losungen nur eine geringfiigige Abnahme der Monomer-Anteile gegeniiber den
Ausgangswerten detektiert, wihrend die Partikelzahlen im gesamten Versuchsverlauf sogar
unverédndert blieben (Abbildung V1.8 auf der folgenden Seite). Dies fiihrte dazu, dass selbst die
gestressten Proben die Freigabe-Spezifikationen fiir huKS-IL 2 noch erfiillen konnten
(Monomergehalt: > 90 %, Partikelzahlen: bei Durchmesser = 10um: < 6000 Partikel/Vial, bei
Durchmesser = 25um: < 600 Partikel/Vial).

Die Art der verwendeten Aminosdure- oder Kohlenhydrat-Komponente beeinflusste die
Stabilitdt des Wirkstoffes dabei nur marginal. Vielmehr waren die HPLC- und Lichtblockade-
Ergebnisse in allen Proben nahezu identisch. Lediglich die Ectoin haltige Rezeptur hob sich
wie schon in der vorangegangenen Versuchsreihe positiv ab und wies eine etwas hohere

Stabilitét als alle anderen Zubereitungen auf.
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Abbildung VI.8: Oben: Ergebnisse der SE-HPLC fiir huKS IL-2: Monomeranteil und losliche Aggregate nach
Frier-Tau-Stress in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Die Zubereitungen enthielten mit Ausnahme der
hilfsstofffreien Formulierung neben den in der Abbildung genannten Excipienten zusdtzlich Polysorbat 80 in
einer Konzentration von 0,01%. Schwarze Balken: Monomeranteil. Graue Balken: Summe der ldslichen
Aggregate. Die Ausgangswerte fiir Monomer- und Aggregatgehalte sind jeweils als unterbrochene Linie
eingezeichnet. Unten: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung fiir huKS IL-2: Bildung subvisibler Partikel nach
Frier-Tau-Stress in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: Partikel = 2um. Die Ausgangswerte fiir
Partikel > 2um sind als unterbrochene Linie mit eingezeichnet. Graue Balken: Partikel > 10um. In keiner der

Lésungen wurden Partikel > 25um gemessen.
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233 Ergebnisse und Diskussion: Schiittelstress-Versuche

Anders als bei den Frier-Tau-Studien waren die untersuchten Hilfsstoff-Kombinationen bei der
Verhinderung von Aggregationsvorgdngen infolge von Schiittelstress nur maBig erfolgreich.
Dies illustrieren die Messwerte der SE-HPLC- und Lichtblockade-Analytik in Abbildung VI.9.
Der Vergleich mit der hilfsstofffreien Formulierung verdeutlicht, dass unabhingig von der Art
der zugesetzten Aminosdure- oder Saccharid-Komponente bei mechanischer Belastung der
Verlust intakter Protein-Monomeren kaum verringert wurde. Vielmehr hatten schon nach 24
stiindigem Schiitteln bei 150 apm alle Testrezepturen die Produktspezifikation fiir den
Monomergehalt (= 90%) unterschritten (ohne Abbildung) und zeigten bei anhaltendem Stress
noch weitere Beeintrdchtigungen. Wéhrend es parallel dazu in Abwesenheit von Additiven
verstarkt zur Bildung von Prézipitaten kam, schlugen sich die Aggregationsvorgénge in
Gegenwart der Excipienten aber nur in der Entstehung 16slicher Multimere nieder, so dass die

Partikelzahlen stets auf einem unbedenklichen Niveau blieben.
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Abbildung V1.9: Oben: Ergebnisse der SE-HPLC fiir huKS IL-2: Monomeranteil und lésliche Aggregate nach
48 h Schiitteln in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Aufler der hilfsstofffreien Formulierung enthielten die
Zubereitungen neben den oben genannten Excipienten zusdtzlich Polysorbat 80 (0,01%,). Schwarze Balken:
Monomer. Graue Balken: Summe [osliche Aggregate. Die Ausgangswerte fiir Monomer- und Aggregatgehalte
sind als unterbrochene Linie eingezeichnet. Unten: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung fiir huKS IL-2 nach
48 h Schiitteln in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: Partikel > 2um. Ausgangswerte fiir
Partikel > 2um sind als unterbrochene Linie mit eingezeichnet. Graue Balken: Partikel > 10um. In keiner der

Losungen wurden Partikel > 25um gemessen.
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Dennoch wirft die Tatsache, dass huKS-IL 2 selbst in Gegenwart hoher Hilfsstoft-
Konzentrationen noch starke Aggregationstendenzen bei mechanischer Belastung aufweist, fiir
eine fliissige Rezeptur groBe Probleme auf. Da sich bei Herstellung und Transport der
Proteinldsungen ein wiederholtes Auftreten von Scher- und Schiittelstress nicht umgehen lésst,
sind bei einer solchen Arzneiform erhebliche Qualititsbeeintrachtigungen des Wirkstoffes zu

befiirchten.

Entsprechend der vorliegenden Daten zur Einfrierstabilitit der Zubereitungen konnte zur
Vermeidung von Aggregationsreaktionen eine gefrorene Medikation eine Alternative zur
flissigen Formulierung darstellen. Aufgrund praktischer Erwidgungen (Transport- und
Lagertemperatur) ist diese Moglichkeiten jedoch unvorteilhaft und insbesondere fiir ein
Marktpréparat wenig empfehlenswert. Eine andere Option zur Stabilitdtsverbesserung der
Rezepturen bietet die Gefriertrocknung der Ldsungen. Untersuchungen hierzu sind in

Kapitel VI.3 dieser Arbeit beschrieben.
2.3.4  Ergebnisse und Diskussion: Lagerstabilitit

Weitere Argumente gegen die Formulierung von huKS-IL 2 als Fliissigarzneimittel lieferten
die Stabilititsdaten der eingelagerten Zubereitungen. Zwar lie} sich bei ausreichend niedriger
Lagertemperatur die Aggregation des Wirkstoffes gut beherrschen, in allen Proteinlosungen

waren aber Qualitédtsbeeintrachtigungen durch kovalente Abbaureaktionen festzustellen.

Abbildung VI.10 illustriert zundchst den durch SE-HPLC ermittelten Monomergehalt der

Proben am Ende des Beobachtungszeitraumes von drei Monaten.
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Abbildung VI.10: Ergebnisse der SE-HPLC fiir huKS IL-2: Monomergehalt der Proteinlésungen nach drei
Monaten in Abhdngigkeit von Rezepturzusammensetzung und Lagertemperatur. Die Ausgangswerte der
Losungen sind als unterbrochene Linie mit eingezeichnet. Die Zubereitungen enthielten mit Ausnahme der
hilfsstofffreien Formulierung neben den in der Abbildung genannten Excipienten zusdtzlich Polysorbat 80 in
einer Konzentration von 0,01%.
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Wihrend in den kiihl gelagerten Losungen in Gegenwart stabilisierender Additive keinerlei
Verdnderungen gegeniiber den Startwerten auffielen, war in der hilfsstofffreien Formulierung
ein leichter Monomerenverlust festzustellen. Nach Lagerung bei 25°C oder 40°C wurde in
allen Zubereitungen ein zunehmender Riickgang des Monomeranteils detektiert, der sich durch
den Zusatz von Hilfsstoffen allerdings deutlich verringern lieB. Die Art der verwendeten
Aminoséure- oder Kohlenhydratkomponente schien das Ergebnis dabei kaum zu beeinflussen.
Lediglich die Raftilose haltigen Losungen zeigten etwas schlechtere Stabilititseigenschaften
als alle anderen Testrezepturen. Neben einem beschleunigten Riickgang des Monomeranteils
fiel im Verlauf der Einlagerung eine gelbliche Verfarbung der Proben auf. Aus diesem Grund
wurde angenommen, dass die Verunreinigung der Raftilose mit reduzierenden Zuckern zur

Entstehung von Maillard-Produkten gefiihrt hatte [Orafti 2004, Manning et al. 1989].

Parallel zu der Abnahme des Monomergehaltes wurde vor allem nach Lagerung bei 25 °C und
40 °C in der hilfsstofffreien Formulierung eine Zunahme der Partikellast beobachtet, die auf
die Entstehung unloslicher Aggregate hinwies (Abbildung VI.11). In Gegenwart der Additive
blieben die Partikelzahlen hingegen unverdndert, wahrend der Anteil l6slicher Aggregate

zunahm (Abbildung VI.11).
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Abbildung VI.11: Oben: Ergebnisse der Lichtblockademessung fiir huKS IL-2: Partikel > 2 um nach drei
Monaten in Abhdngigkeit von Rezepturzusammensetzung und Lagertemperatur. Schwarz: Lagertemperatur
2-8°C, Grau: 25°C, Gelb: 40°C. Der Ausgangswert (Durchschnitt aller Losungen) vor Beginn der Einlagerung

ist als unterbrochene Linie dargestellt.

Mittels RP-HPLC und IEC lieBen sich im Verlauf der Einlagerung auflerdem chemische
Instabilitéten in den Rezepturen nachweisen. Dabei erstaunte vor allem die Beobachtung, dass
entsprechend den Ergebnissen der RP-HPLC Zersetzungsreaktionen in den kiihl gelagerten
Zubereitungen schneller voranschritten als bei 25°C Lagerung (Abbildung VI.12). Eine
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Erkldrung dafiir konnte die verbesserte Loslichkeit von Sauerstoff bei abnehmender
Temperatur sein [Li et al. 1995], infolge welcher der oxidative Abbau des Proteins bei 2-8°C

beschleunigt wird.

Die mittels IEC detektierte Entstehung von Ladungsheterogenititen verstirkte sich hingegen

bei Erhdhung der Lagertemperatur (Abbildung VI.12).

70 70

5 8 8

[

5 8 8
\

8
[
g

Wiederfindung (%)
Wiederfindung (%)

g
S

5
5
\

1
1

Ohne Arginin Ectoin Hydroxyectoin Saccharose Trehalose Isomalt Raftilose

Wiederfindung (%)
Wiederfindung (%)
3

— 0 T T T —

Ohne Arginin Ectoin Hydroxyectoin Saccharose Trehalose Isomalt Raftilose

Abbildung VI.12: Oben: Ergebnisse der RP-HPLC fiir huKS IL-2: Abbau der schweren Kette nach 3 Monaten
in Abhdngigkeit von Rezepturzusammensetzung und Lagertemperatur. Schwarze Balken: Lagertemperatur
2-8°C, Grau: 25°C, Gelb: 40°C. Die Ausgangswerte (Durchschnitt aller Losungen) sind als unterbrochene
Linie dargestellt. Unten: Ergebnisse der IEC: Entstehung von Ladungsheterogenititen nach 3 Monaten in
Abhdingigkeit von Rezepturzusammensetzung und Lagertemperatur. Legende wie oben.

Durch die Zugabe von Hilfsstoffen konnten die chemischen Abbaureaktionen zwar etwas
verlangsamt, jedoch in keinem Fall verhindert werden. Diese Beobachtung lieferte ein weiteres
Argument dafiir, zur Verbesserung der Wirkstoffstabilitit nach einer alternativen
Arzneiformulierung fir huKS-IL 2 zu suchen. Wenngleich sich der oxidative Abbau des
Proteins in den fliissigen Zubereitungen durch den Einsatz von Inertgas vermutlich reduzieren
lieBe, war im Verlauf der Einlagerung noch immer das Auftreten von
Deamidierungsreaktionen zu befiirchten. Wie mehrere Literaturbeispiele zeigen, muss dies
nicht zwangsldufig zu einem Aktivititsverlust des Wirkstoffes fiihren [DiDonato und

D’Allesio 1981, Skottner et al. 1988, Wingfield et al. 1987, Cleland et al. 1993]. Aufgrund der
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verdnderten Ladungsverteilung nach Deamidierung kann jedoch eine nachfolgende Schadigung
des Proteins durch Denaturierungs- und Aggregationsvorgénge nicht ausgeschlossen werden
[Darrington und Anderson 1994, Darrington und Anderson 1995b, Cleland et al. 1993]. Eine
weitere Rezepturoptimierung erschien daher in jedem Fall ratsam. Da mit der Entfernung des
Reaktionsmediums Wasser chemische Instabilitdten {iblicherweise stark verlangsamt werden,
bot sich zur Verbesserung der Proteinstabilitit die Gefriertrocknung der Rezepturen an.

Verschiedene Untersuchungen hierzu sind in Kapitel VI.3 dieser Arbeit beschrieben.

24 Zusammenfassung: Entwicklung einer Fliissigrezeptur

In den vorliegenden Versuchsreihen sollte zundchst auf Basis von Frier-Tau-Studien mit der
Modellsubstanz huKS-IL 2 eine Einschitzung vorgenommen werden, inwiefern die Stabilitét
der Immunzytokine durch Variation verschiedener Rezepturparameter zu verbessern ist. Neben
dem Austausch von Natriumcitratpuffer durch ein Kaliumphosphatsystem und der Erh6hung
des Proteingehaltes von 1 mg/ml auf bis zu 8 mg/ml konnte insbesondere der Zusatz
verschiedener Kohlenhydrat- oder Aminosdureverbindungen die Aggregationstendenz des
Wirkstoffes deutlich verringern. Dabei erwies sich der Einsatz von innovativen Hilfsstoffen
wie Raftilose, Isomalt oder Ectoinen als &hnlich effektiv wie die Verwendung der
gebrauchlichen Excipienten Saccharose, Trehalose oder Arginin. Von allen Testsubstanzen
konnten lediglich zwei der Additive, Mannitol und Raftiline, das Immunzytokin nicht
stabilisieren. Beide Substanzen wurden daher in nachfolgenden Versuchen nicht weiter

beriicksichtigt.

Der Vergleich von Testrezepturen mit unterschiedlichem Hilfsstoff-Anteil verdeutlichte, dass
die protektive Wirkung aller Additive stark konzentrationsabhingig ist. Diese Beobachtung
stimmte mit Empfehlungen der Fachliteratur iberein, Hilfsstoffe in mdglichst hoher
Konzentration zu verwenden, um eine ausreichende Proteinstabilisierung durch den
,Preferential Exclusion® Effekt zu erreichen [Carpenter und Crowe 1988, Arakawa et al.
1993]. Selbst durch konzentrierte Kohlenhydrat- oder Aminoséure-Zusdtze (600mM) gelang es
allerdings nicht, die Bildung von Proteinprézipitaten nach Frier-Tau-Stress ganz verhindern.
Abhilfe schuf erst der Zusatz eines nichtionischen Tensides, wobei sich ein Anteil von 0,01%
Polysorbat 80 als optimal erwies, um die Entstehung unldslicher Aggregate vollstindig zu

unterdriicken.

Nach der separaten Evaluierung einzelner Formulierungsparameter wurden weitere Versuche
durchgefiihrt, bei denen durch die Kombination der verschiedenen Faktoren -eine

Rezepturoptimierung erreicht werden sollte. Die Proteinldsungen wurden dabei hinsichtlich
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threr Frier-Tau- bzw. Lagerstabilitidt sowie unter dem Einfluss von mechanischer Belastung
untersucht. Wéhrend mit allen getesteten Rezepturen eine gute Einfrierstabilitdt fiir huKS-IL 2
erzielt werden konnte, traten bei Schiittelstress und im Verlauf der Einlagerung
Schwierigkeiten auf. Tatsdchlich lieB sich mit keiner der Formulierungen die Entstehung von
Proteinaggregaten infolge von mechanischer Belastung verhindern. Auch vor chemischen
Abbaureaktionen wihrend der Lagerung wurde der Wirkstoff nicht in ausreichender Weise
geschiitzt. Aus diesem Grund wurde entschieden, die Proteinzubereitungen zur weiteren
Stabilisierung gefrierzutrocknen. Die Ergebnisse der Versuchsreihen mit Lyophilisatrezepturen

sind im folgenden Kapitel dieser Arbeit beschrieben.

3 Untersuchungen an gefriergetrockneten Zubereitungen

Die vorigen Versuchsreihen hatten gezeigt, dass fiir Fliissigformulierungen der Immunzytokine
selbst bei Verwendung synergistischer Hilfsstoff-Kombinationen Schwierigkeiten hinsichtlich
der Transport- und Lagerstabilitit zu befiirchten sind. Beide Probleme sollten sich durch die

Gefriertrocknung der Losungen verbessern lassen [Carpenter und Chang 1996, Oetjen 1997].

Aus diesem Grund wurden im weiteren Verlauf der Arbeit mehrere Rezepturen lyophilisiert.
Die Zubereitungen wurden einerseits beziiglich einer ausreichenden Schutzwirkung fiir den
Proteinwirkstoff wéhrend des Herstellungs- und Trocknungsprozesses bewertet, andererseits
wurde die Lagerstabilitit der Lyophilisate untersucht. Zum Vergleich der verschiedenen
Formulierungen wurden ausschlieBlich Versuche mit huKS-IL 2 durchgefiihrt. Einige
ausgewdhlte Rezepturen mit besonders guten Stabilisierungseigenschaften wurden spéter auch

auf das zweite Immunzytokin hul4.18-IL 2 iibertragen.

3.1 Versuchsdurchfithrung

Im Wesentlichen wurden bei der Auswahl der Lyophilisatrezepturen dieselben Formulierungen
berticksichtigt wie bei den Versuchen zur Optimierung fliissiger Zubereitungen, d.h. binére
Hilsstoff-Systeme aus einer Zucker- oder Aminosdurekomponenten sowie Polysorbat 80
(Tabelle VI.9 auf der folgenden Seite). Im Fall von Ectoin hatten Testreihen mit Placebo-
Zubereitungen allerdings gezeigt, dass dieser Hilfsstoff schlecht lyophilisierbar ist (Kapitel V).
Um die guten proteinstabilisierenden Effekte von Ectoin dennoch auch fiir gefriergetrocknete
Rezepturen nutzen zu kdnnen, wurde statt reinem Ectoin bei der Herstellung von Lyophilisaten

eine dquimolare Mischung von Ectoin und Saccharose eingesetzt.
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Excipient 1 Excipient 2
Puffersalz Protein- Art Konz. Art Konz.

konz. (mM) (%)
K-Phosphat, 20 mM | 2 mg/ml Saccharose 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM | 2 mg/ml | Trehalose 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM | 2 mg/ml | Isomalt GPM 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 200 mM | 2 mg/ml | Raftilose 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM | 2 mg/ml | Arginin 300 Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM | 2 mg/ml | Ectoin / Saccharose 150/150 | Tween 80 0,01
K-Phosphat, 20 mM | 2 mg/ml | Hydroxyectoin 300 Tween 80 0,01

Tabelle VL.9: Ubersicht Lyophilisat-Rezepturen von huKS-IL 2.

Die Gefriertrocknung aller Formulierungen erfolgte mit dem in Abbildung VI.13 dargestellten

Trocknungszyklus, der bereits fiir die Placebo-Rezepturen verwendet wurde.
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Abbildung VI.13: Trocknungszyklus zur Herstellung von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 Lyophilisaten. Die
Produkttemperatur wihrend der Trocknung wurde mit Hilfe von Temperaturfiihlern in einer Saccharose-
Rezeptur (product temperature 1) sowie einer Trehalose-Formulierung (product temperature 2) iiberpriift.

Um die Stabilitdt der Proteine wihrend der Lyophilisation beurteilen zu konnen, wurden die

hilfsstofthaltigen Losungen vor Trocknung sowie die rekonstituierten Lyophilisate unmittelbar
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nach dem Herstellungsprozess mittels SE-HPLC und Lichtblockade-Messung untersucht.
Dariiber hinaus wurden verschiedene physikalisch-chemische Charakteristika der Lyophilisate
bestimmt, etwa der Wassergehalt und die Glasilibergangstemperatur, sowie in einigen Féllen

die Morphologie der Produkte mittels XRD.

Die gefriergetrockneten Zubereitungen wurden auflerdem bei 2-8°C, 25°C und 40°C in Kiihl-
bzw. Klimaschrinken eingelagert und nach 0, 4, 12 und 30 Wochen hinsichtlich ihres
Aggregations- und Prézipitationsverhaltens analysiert. Einige Proben wurden zudem mittels
IEC und RP-HPLC auf chemische Instabilititen, sowie mittels FTIR auf

Konformationsveranderungen untersucht.
3.2 Ergebnisse und Diskussion: Lyophilisate mit Wirkstoff huKS-IL 2
3.2.1 Physikalisch-Chemische Charakterisierung

Anhand der physikalisch-chemischen Parameter wurde eine erste Bewertung der Lyophilisat-
Rezepturen vorgenommen. Eine Zusammenfassung der einzelnen Analysendaten findet sich in

Tabelle VI.10.

Hauptkomponente T, (°C) T, (°C) Wassergehalt | Optik des Kuchens
der Rezeptur (%)
Saccharose -32,5 65,0 1,04 in Ordnung
Trehalose -30,2 97,1 0,55 in Ordnung
Isomalt GPM -31,8 55,8 0,87 in Ordnung
Raftilose -25,7 79,3 0,53 in Ordnung
Arginin -41,6 -b -1 Kuchen kollabiert
Hydroxyectoin -42.8 85,3 1,65 in Ordnung
Ectoin/Saccharose -36,5 -2 0,95 in Ordnung

Tabelle VI.10: Physikalisch-chemische Charakterisierung von Lyophilisat-Rezepturen mit huKS-IL 2
unmittelbar nach Herstellung. ” Fiir das stark kollabierte Arginin-Lyophilisat wurde auf eine Messung der
Glasiibergangstemperatur und der Restfeuchte verzichtet. ” Im Fall der Ectoin/Saccharose-Rezeptur lief3 sich
kein Glasiibergang fiir das Lyophilisat bestimmen.

Im Vergleich zu den Placebo-Rezepturen in Kapitel V wurden bei den DSC-Untersuchungen
der Wirkstoff haltigen Losungen etwas hohere T, -Werte gemessen. Dies diirfte sich durch den
Einfluss des Proteinanteils erkldren. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass die T, -
Werte von Proteinen bei ca. —10°C liegen [Slade et al. 1989, Wang 2000]. Da sich die

Glasiibergangstemperatur eines Systems aus den T, -Werten aller enthaltenen Komponenten
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ergibt, verschiebt die Anwesenheit von Protein den Glasiibergang zu etwas hdheren

Temperaturen.

Bei der Gefriertrocknung der Zubereitungen wurden die Trocknungsparameter so gewéhlt,
dass zu Beginn der Primirtrocknung eine Produkttemperatur von —35°C nicht {iberschritten
wurde (Abbildung VI.13). Mit Blick auf die Glasiibergangs-Werte der Losungen war dieser
Trocknungszyklus fiir die meisten Proben geeignet, fiihrte jedoch im Fall der Rezepturen mit
Arginin, Hydroxyectoin und Ectoin/Saccharose zu einer Uberschreitung des T, -Wertes.
Aufgrund der guten Erfahrungen mit diesem Trocknungsprofil bei der Herstellung der

Placebo-Rezepturen sollten die Herstellparameter jedoch nicht verdndert werden.

Tatsachlich wiesen fast alle gefriergetrockneten Proben bei der visuellen Kontrolle eine intakte
Lyophilisatstruktur auf und besallen niedrige Restfeuchtewerte. Lediglich im Fall von Arginin
war das getrocknete Produkt stark kollabiert. Bei den Vorversuchen mit Placeboldsungen war
bei Verwendung des selben Trocknungsprogrammes das Arginin-Lyophilisat allerdings intakt
geblieben. Ursache dieser unterschiedlichen Ergebnisse konnte sein, dass die Arginin haltigen
Vials in der zweiten Studie nicht in der Mitte der Stellplatten, sondern an deren Rand
positioniert wurden und dabei der verstirkte Wairmeeintrag {iiber die Wand des
Gefriertrockners zu einer Uberschreitung der Kollapstemperatur gefiihrt hatte [Jennings 1999].
Aufgrund der starken Schiadigung der Lyophilisatstruktur wurde im Folgenden auf eine
Bewertung der Proteinstabilitét in den Arginin-Zubereitungen verzichtet. Durch Optimierung
des Trocknungsprogrammes diirfte sich das Kollabieren der Arginin-Rezeptur zwar verhindern

lassen; entsprechende Versuche wurden jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.

Im Fall von Hydroxyectoin war trotz des Uberschreitens von T,  keine Schidigung des
Lyophilisatkuchens festzustellen. Dieses Verhalten wurde bereits bei den Placebo-Rezepturen
festgestellt und auf eine hohe Kollapstemperatur der Zubereitung zuriickgefiihrt. Auch aus der
Ectoin/Saccharose-Mischung  entstanden  optisch  ansprechende  Lyophilisate  ohne
Kollapserscheinungen. Die guten Trocknungseigenschaften dieser Formulierung kdnnten mit
der speziellen Morphologie des Produktes zusammenhingen, auf die in den folgenden

Abschnitten dieses Kapitels noch niher eingegangen wird.

Bei den DSC-Messungen der Lyophilisate war in den meisten Féllen als einziges thermisches
Ereignis ein Glasiibergang messbar, der auf die amorphe Struktur der Proben hinwies.
Gegentiber den in Kapitel V erlduterten Untersuchungen an Placebo-Zubereitungen zeigten die
Glasiibergangstemperaturen zwar leichte Abweichungen, diese diirften aber durch die
unterschiedliche Rezeptur-Zusammensetzung sowie differierende Restfeuchte-Werte der

Lyophilisate zu begriinden sein.
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Eine Ausnahme unter den gefriergetrockneten Zubereitungen stellte die Saccharose/Ectoin-
Formulierung dar, da in diesem Fall mittels DSC kein Glasiibergang gefunden werden konnte.
Zur ndheren Charakterisierung der Produkt-Morphologie wurde eine Rontgenstrukturanalyse
der Mischungen durchgefiihrt. Das Auftreten von Beugungsreflexen in den Diffraktogrammen
lieB erkennen, dass die getrockneten Saccharose/Ectoin-Rezepturen kristalline Anteile
enthielten (Abbildung VI.14). Aufgrund der geringen Intensitit der Reflexe wurde jedoch die

Anwesenheit amorpher Strukturen nicht ausgeschlossen.
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Abbildung VI.14: Rontgendiffraktogramm eines huKS-IL 2 Lyophilisates mit den Hilfsstoffen Ectoin und
Saccharose.

Die zu Vergleichszwecken unternommene XRD-Analyse des ectoinfreien Saccharose-
Lyophilisates zeigte hingegen in Ubereinstimmung mit dessen Thermogramm ein vollstindig
amorphes Produkt an (Abbildung VI.15). Somit war zu vermuten, dass fiir die verdnderte
Morphologie der Misch-Rezeptur ein Auskristallisieren des Ectoins im Verlauf des
Trocknungsprozesses verantwortlich sein konnte. Weiterfithrende Untersuchungen zum
Einfluss verschiedener Rezeptur- und Herstellprozess-Parameter auf das Kristallisations-
verhalten von Ectoin konnten in diesem Zusammenhang von groBem Interesse sein, standen

jedoch nicht im Focus dieser Arbeit.

Da aufgrund der zuvor betrachteten Ergebnisse beflirchtet wurde, dass das Ectoin-Derivat
Hydroxyectoin wihrend der Gefriertrocknung ebenfalls (teil-) kristalline Strukturen ausbilden
konnte, wurde schlieBlich auch diese Zubereitung mittels XRD untersucht. Die
Diffraktogramme ergaben jedoch keine Hinweise auf Kristallstrukturen (Abbildung VI.16),

sondern zeigten wie in der reinen Saccharose-Rezeptur ein vollstdndig amorphes Produkt an.
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Abbildung VI.15: Rontgendiffraktogramm eines huKS-IL 2 Lyophilisates mit Saccharose.
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Abbildung VI.16: Rontgendiffraktogramm eines huKS-IL 2 Lyophilisates mit Hydroxyectoin.

3.2.2 Stabilitiat von huKS-IL 2 wihrend der Gefriertrocknung

Nach der physikalisch-chemischen Charakterisierung der Lyophilisate sollte weiterhin geklért
werden, ob die einzelnen Rezepturen ausreichend kryo- und lyoprotektive Eigenschaften
besitzen, um den Proteinwirkstoff wihrend des Gefriertrocknungsprozesses vor Instabilitdten
zu schiitzen. Abbildung VI.17 veranschaulicht den Monomergehalt bzw. die Partikelzahlen der
Losungen vor Gefriertrocknung im Vergleich mit den Analysendaten der rekonstituierten
Lyophilisate. In  Abbildung VI.18 sind auBlerdem einige FErgebnisse der

Konformationsuntersuchungen mittels FTIR-Spektroskopie dargestellt.
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Abbildung VI.17: Oben: Ergebnisse der SE-HPLC fiir huKS IL-2: Monomeranteil vor und nach
Gefriertrocknung in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: Losung vor GT. Graue Balken:
Rekonstituierte Lyophilisate. Unten: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung fiir huKS IL-2: Subvisible Partikel
vor und nach Gefriertrocknung in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: Partikel > 2um in den

Lésungen vor GT. Graue Balken: Partikel > 2um in den rekonstituierten Lyophilisaten.

Fiir die Rezepturen mit Saccharose, Trehalose, Isomalt und Hydroxyectoin waren annidhernd
identische Untersuchungsergebnisse festzustellen. In allen Féllen nahm der Monomergehalt der
Proben infolge des Gefriertrocknungsprozesses nur geringfiigig ab, wihrend der Anteil
l6slicher Aggregate leicht anstieg. Die Partikelzahlen der rekonstituierten Lyophilisate waren
sehr gering und mit den Werten der Losungen vor Trocknung vergleichbar. Den FTIR-
Spektren waren keine Hinweise auf wesentliche Strukturveranderungen des Proteinwirkstoffes

zu entnehmen.
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Im Gegensatz dazu wurde fiir Rezepturen mit Raftilose und der Saccharose/Ectoin-Mischung
ein stirkerer Riickgang der Monomeren-Fraktion im Verlauf des Trocknungsprozesses
gefunden. Gleichzeitig stieg sowohl der Anteil l6slicher Aggregate als auch die Anzahl
subvisibler Partikel in den Proben an (Abbildung VI.17). Die Infrarot-Spektren der
rekonstituierten Lyophilisate zeigten gegeniiber den Ausgangslosungen leichte Verdnderungen,
die mit Konformationsdnderungen des Wirkstoffes und der Bildung intermolekularer

B-Faltblattelemente zusammenhéingen diirften (Abbildung VI.18).
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Abbildung VI.18: Zweite Ableitung der IR-Spektren von Rezepturen vor Gefriertrocknung (durchgezogene
Linie) und nach Rekonstitution der frisch hergestellten Lyophilisate (unterbrochene Linie) im Bereich
1600 - 1700 cm™. Von links oben nach rechts unten: Zubereitungen mit Isomalt, Hydroxyectoin, Raftilose und
Ectoin/Saccharose. Die Spektren der Rezepturen mit Trehalose und Saccharose zeigten ebenso wie die Isomalt-
und Hydroxyectoin-Lyophilisate keine Verdnderungen im Verlauf der Trocknung, auf ihre Darstellung wurde

daher verzichtet.

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass sich die getesteten Hilfsstoffe trotz vergleichbarer
kryoprotektiver Eigenschaften (vergleiche Seite 180) hinsichtlich ihrer lyoprotektiven Wirkung
unterscheiden. Das schlechtere Abschneiden von Raftilose und Ectoin gegeniiber den anderen

Verbindungen diirfte dabei unterschiedliche Ursachen haben.

Als Erkldrung fiir die Funktionsweise von Lyoprotektoren werden derzeit zwei sich

moglicherweise erginzende Mechanismen diskutiert. Zum einen wird angenommen, dass
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durch die Entstehung einer festen, glasartigen Hilfsstoff-Matrix die Beweglichkeit der
eingebetteten Protein-Molekiile so stark eingeschriankt ist, dass Entfaltungsvorginge und
chemische Abbaureaktionen mechanisch verhindert werden [Franks et al. 1991]. Zum anderen
soll die Stabilisierung der Proteinstruktur dadurch gelingen, dass der Entzug von
Wassermolekiilen aus der Proteinsphire durch den Aufbau von Ersatz-Wasserstoffbriicken

zwischen Excipient und Protein kompensiert wird [Allison et al. 1999].

Der letztgenannte Mechanismus wird im Fall von Raftilose vermutlich dadurch erschwert, dass
die hohermolekularen Bestandteile des Hilfsstoffes die effektive Ausbildung von H-Briicken
zum Proteinwirkstoff sterisch behindern konnen. Tanaka et al. untersuchten in einer Studie am
Beispiel von Catalase, welchen Einfluss die Kettenlinge von Kohlenhydrat-Additiven auf die
Stabilitdt des Proteins beim Gefriertrocknen hat [Tanaka et al. 1991]. Wiahrend verschiedene
kurzkettige Zucker aus bis zu drei Saccharid-Bausteinen den Wirkstoff in jeweils
vergleichbarer Weise schiitzen konnten, waren langerkettige Molekiile (ab Maltopentaose)
weniger wirksam. Dieses Ergebnis wurde darauf zuriickgefiihrt, dass die Kohlenhydrat-Ketten
bei zunehmender Lidnge verstirkt mit den intermolekularen Wasserstoffbriicken zwischen
Catalase und dem stabilisierenden Hilfsstoff interferieren [Tanaka et al. 1991]. Da es sich bei
der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Raftilose um ein Gemisch von Kohlenhydraten aus

2-7 Fructosebausteinen handelt, sind in diesem Fall vergleichbare Effekte vorstellbar.

Fiir die verringerte Proteinstabilitit in der Ectoin/Saccharose-Mischung diirfte hingegen das
Auskristallisieren des Ectoins im Verlauf des Gefriertrocknungsprozesses verantwortlich sein
(vergleiche Seite 191). Es wurde bereits an anderer Stelle darauf hingewiesen, dass mit der
Abtrennung eines Excipienten aus der amorphen proteinhaltigen Phase auch die schiitzenden
Wasserstoffbriicken zwischen Hilfs- und Wirkstoff verloren gehen [Lueckel et al. 1998,
Johnson et al. 2001]. Im Fall des untersuchten Ectoin/Saccharose-Gemisches sollte trotz des
Auskristallisierens von Ectoin die Schutzfunktion des Disaccharids jedoch noch erhalten
bleiben. Da die Misch-Rezeptur im Vergleich zu der reinen Saccharose-Zubereitung merklich
schlechter abschnitt, wurde angenommen, dass entweder die vergleichsweise geringe Zucker-
Konzentration in der Mischung das Protein nicht ausreichend stabilisieren konnte, oder dass

der Wirkstoff infolge der Kristallbildung zusétzlich geschiadigt wurde.

Eine andere Erkldrung fiir die schlechten lyoprotektiven Eigenschaften von Ectoin kdnnte
auBerdem die chemische Struktur der Substanz liefern. Diese Hypothese wurde erstmals von
Galinski vertreten, der den Erhalt der Enzymaktivitit von LDH und PFK bei Gefriertrocknung
in Gegenwart verschiedener Solute untersuchte [Galinski 1993]. Dabei erwiesen sich Ectoin,
Betain und Prolin gegeniiber Saccharose, Trehalose und Hydroxyectoin als wesentlich

ineffektiver, was auf den Mangel an Hydroxylgruppen zur Ausbildung proteinstabilisierender
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Wasserstoffbriicken zuriickgefiihrt wurde. Untersuchungen zur Morphologie der Lyophilisate

wurden in der zitierten Studie allerdings nicht vorgenommen.

Fiir den Fortgang der vorliegenden Arbeit wurde auf eine Einlagerung der Saccharose/Ectoin-
Rezeptur zur Beobachtung der Lagerstabilitit verzichtet, da bereits unmittelbar nach
Gefriertrocknung der Monomergehalt der Proben auBlerhalb der Freigabespezifikation fiir

huKS-IL 2 lag (Monomergehalt: > 90%).

Trotz einiger Defizite gegeniiber den restlichen Formulierungen unterschritten die frisch
hergestellten Raftilose-Lyophilisate hingegen die spezifizierten Grenzwerte nicht. Die Proben
wurden daher ebenso wie die vier Rezepturen mit Saccharose, Trehalose, Isomalt und
Hydroxyectoin in einem Stabilitdtsprogramm bei drei verschiedenen Temperaturen und einer

Lagerzeit von bis zu 30 Wochen untersucht.

3.2.3 Lagerstabilitit von huKS-IL 2 Lyophilisaten

Unabhéngig von der Rezepturzusammensetzung erwiesen sich die eingelagerten Lyophilisate
als sehr stabil. Fiir die bei 2-8°C und 25°C aufbewahrten Proben war iiber den Beobachtungs-
zeitraum von 30 Wochen hinweg weder mittels SE-HPLC noch mittels Lichtblockade-
Messung oder FTIR-Spektroskopie eine Verdnderung gegeniiber den Startwerten festzustellen.

AusschliefSlich wéahrend der Lagerung bei 40°C traten in einigen der Proben Instabilitdten auf.

Die Gegeniiberstellung der SEC-Daten zu Beginn und am Ende der Studie verdeutlicht im Fall
der Saccharose- und Isomalt-Formulierung einen Monomeren-Verlust von 2,0-2,5% im
Verlauf der 40°C-Lagerung (Abbildung VI.19 auf der folgenden Seite). Die beiden Rezepturen
mit Hydroxyectoin und Trehalose zeigten hingegen wéhrend der gesamten Studiendauer selbst
bei erhohter Lagertemperatur keine Qualitdtsbeeintrachtigungen. Interessanterweise war trotz
der ungiinstigen Ausgangswerte auch in der Raftilose haltigen Zubereitung im Verlauf der

Einlagerung keine weitere Abnahme des Monomergehaltes festzustellen.

Die Lichtblockade-Messung attestierte fiir die Saccharose- und Isomalt-Proben einen leichten
Anstieg subvisibler Partikel, insbesondere im Bereich > 2um (Abbildung VI.19 auf der
folgenden Seite). Dennoch konnten beide Rezepturen auch nach 30 Wochen bei 40°C die
Partikel-Spezifikationen noch problemlos erfiillen (bei Durchmesser = 10um: < 6000
Partikel/Vial, bei Durchmesser > 25um: < 600 Partikel/Vial). Fiir die Trehalose-, Raftilose-
und Hydroxyectoin-Lyophilisate blieben die Partikelwerte im Rahmen der Messungenauigkeit

wihrend der gesamten Lagerzeit konstant.



197 VI. Ergebnisse und Diskussion Teil 4

100

Wiederfindung (%)

Saccharose Trehalose Isomalt Raftilose Hydroxyectoin

1,E+04

1,E+03 1

1,E+02 1

1,E+01 1

log (Anzahl Partikel pro ml L6sung)

1,E+00 -
Saccharose Trehalose Isomalt Raftilose Hydroxyectoin

Abbildung VI.19: Oben: Ergebnisse der SE-HPLC fiir huKS IL-2: Monomeranteil der rekonstituierten
Lyophilisate in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: nach Herstellung. Graue Balken: nach
Lagerung der Proben iiber 30 Wochen bei 40°C. Unten: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung fiir huKS IL-2:
Subvisible Partikel in den rekonstituierten Lyophilisaten in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken:
Partikel 22 um unmittelbar nach Herstellung. Graue Balken: Partikel >2 um nach Lagerung der Proben iiber
30 Wochen bei 40°C.

Auch die Evaluierung moglicher Konformationsverdnderungen mittels FTIR-Spektroskopie
ergab im Fall der Rezepturen mit Trehalose und Hydroxyectoin keinen Hinweis auf eine
Qualititsbeeintrachtigung des Wirkstoffes (Abbildung VI.20 auf der folgenden Seite). In der
Raftilose haltigen Zubereitung schien es wéhrend der Lagerung zwar zu keiner
fortschreitenden Entfaltung von huKS-IL 2 zu kommen; wie bereits fiir die Startwerte nach
Gefriertrocknung diskutiert, waren gegeniiber der Bulklosung allerdings einige strukturelle

Verdnderungen in den rekonstituierte Lyophilisaten nachweisbar.
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Die beiden Formulierungen mit Saccharose und Isomalt zeigten schlielich im Verlauf der
40°C Lagerung einige Auffélligkeiten gegeniiber den Startwerten. So deutete die Verschiebung
der Bande bei 1689cm™ nach 1694cm™ und die Intensititszunahme des Signals bei 1615cm’™
auf die Entstehung intermolekularer B-Faltblatt-Strukturen hin [Dong et al. 1995]. Der
Riickgang der Signale bei 1653cm™ und 1637cm™ lieB auBerdem auf konformelle
Verdnderungen sowohl im Bereich der helicalen Interleukin-2-Komponente als auch im
Bereich der B-Faltblattstruktur des IgG-Anteils schlieBen (Abbildung VI.20). Bei niedrigeren

Lagertemperaturen waren keine spektralen Verdnderungen in den Rezepturen detektierbar.
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Abbildung VI1.20: Zweite Ableitung der IR-Spektren von rekonstituierten Lyophilisaten unmittelbar nach
Herstellung (durchgezogene Linie) und nach Lagerung bei 40°C iiber 30 Wochen (unterbrochene Linie)
Dargestellt ist der Bereich 1600 - 1700 cm™. Von links oben nach rechts unten: Zubereitungen mit
Hydroxyectoin, Raftilose, Saccharose und Isomalt. Die Spektren der Trehalose-Rezeptur zeigten keine

Verdnderungen im Verlauf der Lagerung, aufihre Darstellung wurde daher verzichtet.

Neben dem Aggregations- und Denaturierungsverhalten wurde auch die chemische Stabilitét
des gefriergetrockneten Wirkstoffes in Abhingigkeit von den zugesetzten Hilfsstoffen
untersucht. Allerdings wurden dabei lediglich die bei 2-8°C und bei 40°C eingelagerten Proben
analysiert. Die Ergebnisse der IEC- und RP-HPLC-Analytik sind in Abbildung VI.21 auf der

folgenden Seite wiedergegeben.
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Im Gegensatz zu den in Kapitel VI.2 betrachteten fllissigen Zubereitungen traten in den
gefriergetrockneten Rezepturen kaum kovalente Zersetzungsreaktionen auf. So lieB3 sich mittels
IEC unabhingig von der Lagertemperatur wihrend der gesamten Studiendauer von 30 Wochen
keine Zunahme von Ladungsheterogenititen in den Proben nachweisen. Auch den Ergebnissen
der Umkehrphasenchromatographie waren nach Lagerung bei 2-8°C keine Anhaltspunkte fiir
Abbauprozesse zu entnehmen. Hingegen wurde nach 40°C-Lagerung in den Saccharose und
Isomalt haltigen Zubereitungen mittels RP-HPLC ein Abbau der schweren Kette detektiert, der
vor allem mit einem Anstieg des Oxidationspeaks einherging (Abbildung VI.21).
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Abbildung VI.21: Oben: Ergebnisse der RP-HPLC fiir huKS IL-2: Abbau der schweren Kette in Abhdngigkeit
von der Rezeptur. Schwarze Balken: rekonstituiertes Lyophilisat nach Herstellung. Graue Balken: nach
Lagerung iiber 30 Wochen bei 40°C. Unten: Ergebnisse der IEC fiir huKS IL-2: Entstehung von
Ladungsheterogenitdten in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: rekonstituiertes Lyophilisat nach
Herstellung. Graue Balken: nach Lagerung iiber 30 Wochen bei 40°C.
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Diese Daten liefern ein weiteres Beispiel dafiir, dass trotz der wesentlich verbesserten
Lagerstabilitdit von getrockneten gegeniiber fliissigen Proteinformulierungen auch in
Lyophilisaten noch Instabilititsreaktionen auftreten konnen [Pikal et al. 1992, Carpenter et al.
1997, Lai und Topp 1999]. Vergleichbare Ergebnisse wurden bereits von mehreren Autoren
beschrieben. So wurden etwa Oxidationsreaktionen fiir gefriergetrocknetes hIGF-I [Fransson et
al. 1996], hGH [Becker et al. 1988] oder IL-2 [Hora et al. 1990] nachgewiesen. In anderen
Protein-Lyophilisaten wurden neben Aggregationsvorgingen [Pikal et al. 1992, Volkin und
Middaugh 1996, Costantino et al. 1998, Kreilgaard et al. 1999] auch Deamidierungsreaktionen
[Pikal et al. 1992, Strickley und Anderson 1996], Hydrolyse [Wu et al. 1998] oder Maillard-
Reaktionen [Volkin und Middaugh 1996, Hekman et al. 1995] beobachtet.

Einen wesentlichen Einfluss auf die Lagerstabilitit gefriergetrockneter Proteinpraparate haben
die Glasiibergangstemperatur und die Restfeuchte eines Lyophilisates. Wie bereits erwihnt
liegen amorphe Produkte bei Temperaturen unterhalb von T, als feste, glasartige Phase vor, in
der die Beweglichkeit und damit die Reaktivitdt von Molekiilen sehr stark eingeschréinkt ist.
Bei Temperaturen oberhalb des Glasiibergangsbereiches geht das System jedoch in einen
hochviskosen ,,Rubber“-Zustand iiber, in dem die Reaktionsgeschwindigkeit physikalischer
oder chemischer Instabilititen zunimmt [Franks 1990, Pikal 1990, Wang 2000]. Da der T,-
Wert eines Produktes infolge von Feuchtigkeitsaufnahme wihrend der Lagerung absinken
kann, wird als Faustregel zur Vermeidung von Instabilititen empfohlen, Lyophilisate bei einer
Temperatur von 20°C unterhalb des Glasilibergangs aufzubewahren [Franks 1994]. In der
vorliegenden Studie wurde diese Vorgabe im Fall der 40°C-Lagerung fiir die Isomalt-
Lyophilisate nicht und fiir die Saccharose-Zubereitungen nur knapp eingehalten. Wahrend der
30 wochigen Studiendauer war in beiden Rezepturen ein Anstieg der Restfeuchte zu
beobachten, durch den die Glasiibergangstemperatur auf einen kritischen Wert wenig oberhalb

der Lagertemperatur abnahm (Tabelle VI.11).

Hauptkomponente T, (°C) Wassergehalt (%) Optik des Kuchens
der Rezeptur Start 30 Wochen Start 30 Wochen
Saccharose 65,0 47,1 1,04 2,12 in Ordnung
Trehalose 97,1 84,5 0,55 1,96 in Ordnung
Isomalt GPM 55,8 46,3 0,87 1,88 in Ordnung
Raftilose 79,3 71,6 0,53 1,24 in Ordnung
Hydroxyectoin 85,3 76,2 1,65 2,05 in Ordnung

Tabelle VI.11: Physikalisch-chemische Charakterisierung von Lyophilisat-Rezepturen mit huKS-IL 2 nach 30

wéchiger Lagerung bei 40°C. Die Startwerte wurden zur Vergleichszwecken in die Tabelle aufgenommen.
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Die Quelle dieser Feuchtigkeitszunahme diirfte etwa im Eindringen von Wasser durch
Undichtigkeiten im Verschlusssystem oder aber in der Abgabe von Feuchtigkeit aus den
dampfsterilisierten Stopfen zu suchen sein [House und Mariner 1996, Ford und Dawson 1994,
Corveleyn et al. 1997]. Unabhédngig von der Ursache des Restfeuchteanstiegs fiihrte das
Absinken des T,-Wertes zu einer erhéhten Mobilitét des Proteins in der amorphen Phase,
wodurch sich die schlechteren physikalischen und chemischen Stabilititsdaten der bei 40°C

gelagerten Isomalt- und Saccharose- Formulierungen erklédren lassen.

Interessant war auch die Beobachtung, dass die Raftilose-Lyophilisate trotz ihrer
vergleichsweise ungiinstigen Startwerte im Verlauf der Stabilititseinlagerung keine weiteren
QualititseinbuBen zeigten. Dieses Resultat wurde dahingehend interpretiert, dass einerseits
zwar eine Trocknungsinduzierte Proteinentfaltung durch die Formulierung nicht verhindert
werden konnte, die Rezeptur aber andererseits aufgrund der hohen Glasiibergangstemperatur

einem Fortschreiten der Abbauvorginge entgegenwirkte.

33 Zusammenfassung: Entwicklung einer Lyophilisatrezeptur fiir huKS-IL 2

Die vorliegende Studie machte deutlich, dass durch Gefriertrocknung in Gegenwart geeigneter

Hilfsstoffe eine lagerstabile Zubereitung fiir huKS-IL 2 zu erhalten ist.

Von den getesteten Rezepturzusammensetzungen erwies sich die Kombination von 300mM
Trehalose oder Hydroxyectoin mit 0,01% Polysorbat 80 als besonders erfolgreich, da in diesen
Féllen nicht nur ein ausreichender Schutz des Modellproteins im Verlauf des
Herstellungsprozesses erzielt wurde, sondern auch wéhrend der 30 wochigen Lagerung bei bis

zu 40°C keine physikalischen oder chemischen Abbaureaktionen detektiert wurden.

Die beiden Rezepturen mit Saccharose oder Isomalt konnten zwar wéhrend der
Gefriertrocknung und der darauffolgenden Einlagerung der Proben bei bis zu 25°C den
Proteinwirkstoff ~ebenfalls ausreichend stabilisieren; bei weiterer Erhohung der
Lagertemperatur auf 40°C traten jedoch Instabilititen auf. Als Ursache dafiir ist die
vergleichsweise niedrige Glasiibergangstemperatur der beiden Lyophilisate zu vermuten, die
durch Feuchtigkeitsaufnahme im Verlauf der Lagerung weiter absank. Dadurch diirfte sich die
Molekiilbeweglichkeit innerhalb des Proteinglases verbessert und somit eine Beschleunigung

der Abbaureaktionen herbeigefiihrt haben.

Zwei weitere Testrezepturen konnten das Modellprotein huKS-IL 2 bereits wihrend des
Trocknungsvorganges nicht in ausreichender Weise schiitzen. Das geringe Stabilisierungs-

potential dieser Formulierungen diirfte aber jeweils unterschiedliche Hintergriinde haben.
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Im Fall der Ectoin-Zubereitung kam sowohl das Auskristallisieren des Hilfsstoffes wéihrend
der Lyophilisatherstellung als auch der Mangel an Hydroxylgruppen zur Ausbildung
proteinstabilisierender Wasserstoffbriicken als Ursache der schlechten lyoprotektiven Wirkung
in Frage. Die Instabilitidt der Raftilose-Formulierung diirfte sich hingegen dadurch erkliren,
dass die hohermolekularen Bestandteile des Hilfsstoffes die effektive Ausbildung von

H-Briicken zum Proteinwirkstoff sterisch behindern.

Die Verwendung der Aminosdure Arginin zur Herstellung von huKS-IL 2 Lyophilisaten
bereitete bereits wihrend der Gefriertrocknung Schwierigkeiten. Infolge einer Uberschreitung
der Kollapstemperatur widhrend des Trocknungsprozesses wurde anstelle eines intakten
Lyophilisatkuchens ein stark kollabiertes Produkt erhalten. Wenngleich sich diese Problematik
durch Verdnderungen der Prozessparameter beheben lassen sollte, wurde auf eine
Weiterfiihrung entsprechender Versuche verzichtet, da der Einsatz von Arginin insbesondere

gegeniiber Trehalose keine Vorteile fiir die Stabilitét von huKS-IL 2 versprach.

Letztendlich sollte sich entsprechend den vorliegenden Daten von allen getesteten Lyophilisat-
rezepturen die Trehalose-Formulierung zur Herstellung eines lagerstabilen huKS-IL 2
Priparates am besten eignen. Aufgrund der hervorragenden Stabilititsergebnisse wéhrend 30
wochiger Lagerung bei 40°C war anzunehmen, dass die entsprechenden Zubereitungen bei
Raumtemperatur auch iiber einen deutlich ldngeren Zeitraum stabil bleiben. Dariiber hinaus
besall die Trehalose-Rezeptur den Vorteil, dass alle verwendeten Hilfsstoffe bereits in
Handelspréparaten enthalten sind, wodurch das Zulassungsverfahren der entsprechenden

Arzneiformulierung erleichtert wiirde.

Bei der Verwendung von Hydroxyectoin als Proteinstabilisator wiren vor der Zulassung
hingegen noch aufwindige Studien erforderlich, beispielsweise hinsichtlich der Toxikologie
der Substanz. Dennoch konnte sich dieses Vorgehen unter Umstinden lohnen, da die

Lyophilisate vergleichbar gut Stabilititsdaten aufwiesen wie die Trehalose-Formulierung.

Der Einsatz von 300mM Saccharose oder Isomalt in Kombination mit 0,01% Polysorbat 80
scheint zur Stabilisierung von gefriergetrocknetem huKS-IL 2 ebenfalls gut geeignet zu sein.
Die Einlagerung bei Raumtemperatur iiber einen langen Zeitraum konnte allerdings
Schwierigkeiten bereiten, wenn infolge eindringender Feuchtigkeit aus dem Packmaterial die
ohnehin niedrigen T,-Werte der Rezepturen weiter absinken. Als Vorsichtsmafnahme bietet
sich in diesen Fillen daher eine Absenkung der Lagertemperatur auf 2-8°C anstelle von

Raumtemperatur an.
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34 Ergebnisse und Diskussion: Lyophilisate mit Wirkstoff hu14.18-IL 2

Nachdem in der vorangegangenen Studie mehrere Rezepturen identifiziert werden konnten, die
zur Herstellung eines lagerstabilen huKS-IL 2 Lyophilisates gut geeignet erschienen, sollte in
einer weiteren Versuchsreihe iiberpriift werden, ob sich diese Ergebnisse auch auf das zweite
Immunzytokin hul4.18-IL 2 {ibertragen lassen. Als Hilfsstoffe wurden hierbei mit Saccharose,
Trehalose, Hydroxyectoin und Isomalt GPM diejenigen Substanzen eingesetzt, die im Fall von
huKS-IL 2 die besten Stabilitdtsdaten erzielt hatten. Alle Rezepturen enthielten auBerdem
einen Tensid-Zusatz von 0,01% Polysorbat 80 sowie 20mM Kaliumphosphatpuffer. Die

Proteinkonzentration in den Zubereitungen betrug jeweils 2mg/ml, der pH-Wert 5,6.

Die Herstellung, Einlagerung und analytische Beurteilung der Lyophilisate erfolgte fiir
hul4.18-IL 2 weitgehend analog zu der vorab beschriebenen Studie mit gefriergetrocknetem
huKS-IL 2. Um die Gefahr eines Feuchtigkeitsiibertrittes aus den Stopfen im Verlauf der
Einlagerung zu verringern, wurde allerdings vor Versuchsbeginn zusétzlich fiir 14 Stunden

eine Stopfentrocknung bei 80°C durchgefiihrt.

34.1 Physikalisch-Chemische Charakterisierung

Eine erste Beurteilung der gefriergetrockneten Zubereitungen wurde zunichst wieder anhand
von physikalisch-chemischen Parametern wie Glasilibergangstemperatur und Wassergehalt
vorgenommen (Tabelle VI.12). Wie aufgrund der dhnlichen Rezepturzusammensetzung zu
erwarten, war dabei eine hohe Ubereinstimmung mit den Messwerten der huKS-IL 2 haltigen
Formulierungen festzustellen. Die leichten Verdnderungen bei T,- oder Restfeuchte-
Ergebnissen diirften sich durch geringfiigige Abweichungen beim Herstellungsprozess (etwa
verdnderte Position der Vials im Gefriertrockner) erkldren lassen oder auf Schwankungen der
Luftfeuchtigkeit wahrend der analytischen Probenvorbereitung zuriickzufiihren sein [Jennings

1999, Burger 1982].

Hauptkomponente T, (°C) T, (°C) Wassergehalt Optik des Kuchens
der Rezeptur (%)
Saccharose -32,1 66,2 0,86 in Ordnung
Trehalose -30,6 97,5 0,42 in Ordnung
Isomalt GPM -31,3 58,3 0,83 in Ordnung
Hydroxyectoin -42,0 87,2 1,12 in Ordnung

Tabelle VI.12: Physikalisch-chemische Charakterisierung von Lyophilisat-Rezepturen mit hul4.18-IL 2
unmittelbar nach Herstellung.
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3.4.2 Stabilitiat von hu14.18-IL 2 wihrend der Gefriertrocknung

Ebenso wie huKS-IL 2 lieB sich auch hul4.18-IL 2 mit den vier Testrezepturen so gut
stabilisieren, dass im Verlauf des Trocknungsverfahrens lediglich eine geringfiigige
Aggregatbildung induziert wurde. Die rekonstituierten Proben zeigten im Vergleich zu den
Bulkldsungen einen um bis 0,5% verringerten Monomergehalt bei gleichzeitigem Anstieg der
Multimerspezies (Abbildung VI.22). Eine Zunahme der Partikelzahlen als Zeichen fiir die
Entstehung unldslicher Aggregate infolge der Gefriertrocknung wurde hingegen in keinem Fall

beobachtet (Abbildung VI.22).
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Abbildung VI.22: Oben: Ergebnisse der SE-HPLC fiir hul4.18 IL-2: Monomeranteil vor und nach
Gefriertrocknung in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: Lésung vor GT. Graue Balken:
Rekonstituierte Lyophilisate. Unten: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung fiir hul4.18 IL-2: Subvisible
Partikel vor und nach Gefriertrocknung in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: Partikel > 2um in

den Losungen vor GT. Graue Balken: Partikel > 2um in den rekonstituierten Lyophilisaten.
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343 Lagerstabilitit von hu14.18-1L 2 Lyophilisaten

Wihrend des 30 wochigen Beobachtungszeitraumes erwiesen sich die eingelagerten Proben als
sehr stabil. Wie in der vorangegangenen Versuchsreihe mit huKS-IL 2 zeigten auch die
Lyophilisate mit hul4.18-IL 2 im Verlauf der Lagerung bei 2-8°C und bei 25°C keinerlei

Qualititsbeeintrachtigungen.

In einem Teil der bei 40°C aufbewahrten Rezepturen waren allerdings langsam fortschreitende
Abbauvorginge festzustellen. Der Vergleich der SEC-und Lichtblockade-Daten zu Beginn und
am Ende der Einlagerung verdeutlicht dies (Abbildung VI.23 auf der folgenden Seite).
Wihrend die Zubereitungen mit den beiden Disacchariden Saccharose und Trehalose auch
nach 30 Wochen bei 40°C unverinderte Monomeranteile aufwiesen, wurde im Fall der
Isomalt- und Hydroxyectoin-Formulierungen ein Monomerenverlust von 1,0 — 1,5% detektiert,
der auflerdem mit einer leichten Zunahme der Partikelzahlen einherging (Abbildung VI.23).
Dennoch sei hervorgehoben, dass alle Lyophilisate selbst bei 40°C-Lagerung die fiir
hul4.18-IL 2 festgelegten Spezifikationen hinsichtlich Ioslicher oder unloslicher Aggregate bis

zum Ende der Studie erfiillen konnten.

Hauptkomponente T, (°C) Wassergehalt (%) Optik des Kuchens
der Rezeptur Start | 30 Wochen| Start | 30 Wochen
Saccharose 66,2 57,1 0,86 1,32 in Ordnung
Trehalose 97,5 93,4 0,42 1,45 in Ordnung
Isomalt GPM 58,3 52,6 0,83 1,28 in Ordnung
Hydroxyectoin 87,2 83,2 1,12 1,62 in Ordnung

Tabelle VI.13: Physikalisch-chemische Charakterisierung von Lyophilisat-Rezepturen mit hul4.18-IL 2 nach

30 wochiger Lagerung bei 40°C. Die Startwerte wurden zu Vergleichszwecken in die Tabelle aufgenommen.

Die verringerte Stabilitdt der Isomalt-Rezeptur deckte sich mit den Beobachtungen an
huKS-IL 2 haltigen Lyophilisaten. Wenngleich im vorliegenden Versuch die Glasiibergangs-
temperatur aller Proben wéhrend der Einlagerung weniger stark absank als in der vorigen
Testreihe, erreichte die Isomalt-Formulierung nach 30 Wochen bei 40°C dennoch einen sehr
niedrigen T,-Wert (Tabelle VI.13). In der damit einhergehenden Viskosititsabnahme des
Proteinglases diirfte sich auch der beschleunigte Wirkstoffabbau in dieser Zubereitung

erklaren.

Die Saccharose-Rezeptur wies in der vorliegenden Studie bessere Stabilitdtsdaten auf als in der

vorangehenden Versuchsreihe mit huKS-IL 2. Auch dieses Ergebnis konnte mit dem
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Einfluss der Glasiibergangstemperatur zusammenhéngen. Tatsdchlich lag der T,-Wert im Fall
der Lyophilisate mit hul4.18-IL 2 bei Studien-Ende immerhin 10°C oberhalb der analogen
huKS-IL 2 Rezeptur (Tabelle VI.13), was die mechanische Immobilisierung des Proteins

verstdrken und Instabilititsreaktionen verringern sollte.

Unklar blieb allerdings, warum die Hydroxyectoin-Formulierung im Fall von hul4.18-IL 2
stairkere Aggregationstendenzen aufwies als bei huKS-IL 2, obwohl beide Rezepturen

vergleichbar hohe T,-Werte besal3en.
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Abbildung VI1.23: Oben: Ergebnisse der SE-HPLC fiir hul4.18-IL 2: Monomeranteil der rekonstituierten
Lyophilisate in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: nach Herstellung. Graue Balken: nach
Lagerung tiber 30 Wochen bei 40°C. Unten: Ergebnisse der Lichtblockade-Messung fiir hul4.18 IL-2:
Subvisible Partikel in den rekonstituierten Lyophilisaten. Schwarze Balken: Partikel > 2um nach Herstellung.
Graue Balken: Partikel > 2um nach Lagerung iiber 30 Wochen bei 40°C.
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Die chemische Stabilitdt der vier Testrezepturen erwies sich als weitgehend unproblematisch.
Ebenso wie bei huKS-IL 2 konnte unabhingig von der Lagertemperatur in keiner der Proben

mittels IEC eine Zunahme von Ladungsheterogenitéten beobachtet werden (Abbildung VI1.24).

Die Untersuchung der bei 40°C aufbewahrten Lyophilisate mittels RP-HPLC attestierte
ausschlieBlich im Fall der Isomalt-Zubereitung einen leichten Abbau der schwere Kette, der
von einer Zunahme des Oxidationspeaks begleitet wurde (Abbildung VI.24). Als Ursache
hierfir wurde wiederum der geringe T,-Wert dieser Formulierung bei Ende der

Stabilititseinlagerung vermutet.
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Abbildung VI.24: Oben: Ergebnisse der RP-HPLC fiir hul4.18 IL-2: Abbau der schweren Kette in
Abhdingigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: rekonstituiertes Lyophilisat nach Herstellung. Graue Balken:
nach Lagerung der Proben tiber 30 Wochen bei 40°C. Unten: Ergebnisse der IEC fiir hul4.18 IL-2: Entstehung
von Ladungsheterogenitdten in Abhdngigkeit von der Rezeptur. Schwarze Balken: Rekonstituiertes Lyophilisat
nach Herstellung. Graue Balken: Nach Lagerung der Proben iiber 30 Wochen bei 40°C.
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3.44 Zusammenfassung: Entwicklung einer Lyophilisatrezeptur fiir hu14.18-1L 2

Mit der vorliegenden Versuchsreihe sollte iiberpriift werden, inwiefern die am Beispiel des
Modellproteins huKS-IL 2 entwickelten Lyophilisatrezepturen auch zur Stabilisierung weiterer
Immunzytokine geeignet sind. Dabei wurden vier Formulierungsvarianten getestet, die
wahlweise die Hilfsstoffe Saccharose, Trehalose, Hydroxyectoin und Isomalt in einer

Konzentration von jeweils 300mM sowie zusétzlich 0,01% Polysorbat 80 enthielten.

Ebenso wie huKS-IL 2 konnten alle Zubereitungen auch das Fusionsprotein hul4.18-IL 2 im
Verlauf des Gefriertrocknungsprozesses sehr gut stabilisieren. Durch Einlagerung der Proben
bei drei Temperaturen fiir bis zu 30 Wochen wurden jedoch Stabilitdtsunterschiede zwischen

vier Rezepturvarianten deutlich.

Wie in der Versuchsreihe mit huKS-IL 2 erwies sich die Trehalose-Rezeptur auch fiir die
Lagerstabilitit des Wirkstoffes hul4.18-IL 2 als besonders vorteilhaft. Wihrend der 30
wochigen Lagerung bei bis zu 40°C wurden in dieser Zubereitung keinerlei Aggregations- oder

Abbauvorginge festgestellt.

Anders als bei den Versuchen mit huKS-IL 2 zeigte aber auch das Saccharose-Lyophilisat
vergleichbar gute Stabilitdtsdaten wie die Trehalose-Zubereitung. Das bessere Abschneiden der
Saccharose im Fall von hul4.18-IL 2 diirfte damit zusammenhingen, dass die
Glasiibergangstemperatur des Lyophilisates im Verlauf der Einlagerung geringer absank als in
der ersten Versuchsreihe. Dadurch blieb die Molekiilbeweglichkeit und Reaktivitdt innerhalb

des Proteinglases selbst bei der hochsten Lagertemperatur von 40°C noch stark eingeschrinkt.

Im Fall der Isomalt-Rezeptur verringerte sich die Glasiibergangstemperatur zwar ebenfalls
geringfiigiger als in der vorigen Testrethe mit huKS-IL 2, am Ende des
Einlagerungszeitraumes wurde aber dennoch ein sehr niedriger T,-Wert erreicht. Gegeniiber
den anderen Formulierungen erwies sich die Zubereitung mit Isomalt bei 40°C
dementsprechend als etwas instabiler. Neben der Zunahme loslicher und unloslicher Aggregate

war bei 40°C-Lagerung auch ein Anstieg der Oxidationsprodukte festzustellen.

Die vierte Testrezeptur mit Hydroxyectoin zeigte im Verlauf der Stabilititseinlagerung bei
40°C ebenfalls leichte Qualititsbeeintrachtigungen in Form von Aggregations- und
Prizipitationserscheinungen. Chemische Abbaureaktionen wurden anders als im Fall von
Isomalt allerdings nicht beobachtet. Die Ursache dieser Abweichung zu den Ergebnissen mit

huKS-IL 2 blieb letztlich im Unklaren.
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VII. ERGEBNISSE UND DISKUSSION TEIL 5:
Beschleunigte Haltbarkeitsuntersuchungen mit huKS-IL 2
und hul4.18-1L 2

Das letzte Kapitel dieser Arbeit beschreibt die Durchfilhrung beschleunigter
Haltbarkeitsstudien mit Hilfe der klassischen isothermen sowie einer nonisothermen Methode.
Ziel dieser Versuchsreihen war es, am Beispiel der beiden Modellsubstanzen huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 das Potential solcher Stresstests fiir die Stabilititsprifung fliissiger
Zubereitungen mit komplexen Proteinwirkstoffen zu evaluieren. Durch Korrelation der
Arrhenius-Plots aus den isothermen und nonisothermen Untersuchungen sollte weiterhin

geklart werden, ob beide Methoden zu vergleichbaren Stabilitdtsvorhersagen fiihren.
1  Isotherme Stabilititsuntersuchungen

1.1 Versuchsdurchfiihrung

Im Rahmen der isothermen Stabilititsstudien wurden mehrere Zubereitungen der
Immunzytokine mit variablem pH-Wert getestet. Hierbei lagen die Proteine in einer
Konzentration von 1 mg/ml in einem Polypuffersystem aus Natriumcitrat, Natriumphosphat,
TRIS und Natriumchlorid vor, wobei die pH-Werte der Rezepturen auf pH 5,0, 6,0 bzw. 7,0
eingestellt wurden. Bei der Abfiillung der sterilfiltrierten Losungen in Vials wurde besonders
auf die Einhaltung aseptischer Bedingungen geachtet, da sich infolge mikrobiellen Wachstums

die Abbaukinetik von Proteinen verdndern kann [Hermann und Bodmeier 2003].

Zur Ermittlung der Arrhenius-Parameter wird empfohlen, Experimente bei mindestens drei
unterschiedlichen Reaktionstemperaturen in Intervallen von > 5K durchzufiihren. Im
vorliegenden Versuch wurden die Proben bei 30°C, 40°C und 50°C in Klimaschrinke
eingelagert, wobei die Entnahme von Analysenmustern zundchst in engen Zeitabstinden (Tag
0, 1, 3, 7), im weiteren Versuchsverlauf in groBeren Intervallen (Tag 14, 28, 42, 56) erfolgte.
Das Abbauverhalten der Immunzytokine wurde dabei mittels GroBenausschluss- und Umkehr-

phasenchromatographie bewertet.

1.2 Ergebnisse und Diskussion

Am Beispiel von huKS-IL 2 sind in Abbildung VII.1 die durch SE-HPLC ermittelten
Abbaukurven bei verschiedenen pH-Werten dargestellt. Ein Vergleich der Kurvenverldufe

verdeutlicht, dass unabhédngig von der Lagertemperatur die Proteinstabilitét in der Reihenfolge
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pH 6 > pH 5 > pH 7 abnahm. Dies entsprach den Ergebnissen der pH-Studie in Kapitel III.
Wihrend der Abbau des Proteins bei 30°C und 40°C noch relativ langsam verlief, war bei

50°C jeweils eine deutliche Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit zu beobachten.
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Abbildung VII1: Isothermer Abbau von huKS-IL 2 bei 30°C, 40°C und 50°C, ermittelt durch SE-HPLC. Von
oben nach unten: Degradation bei pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0. Linke Spalte: Restgehalt (C/Co) versus Lagerdauer.
Rechte Spalte: In (C/Co) versus Lagerdauer.

Fiir hul4.18-IL 2 wurde bei den isothermen Studien ein analoges pH-Wert-Profil ermittelt wie
fiir huKS-IL 2, d.h. die Abbaugeschwindigkeit nahm in der Reihenfolge pH 6 <pH 5 <pH 7

zu (ohne Abbildung). Bei allen Lagertemperaturen war die Reaktionsgeschwindigkeit des
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Proteinabbaus allerdings langsamer als im Fall von huKS-IL 2. Auch diese Beobachtung

korrelierte gut mit den Datensitzen aus Kapitel I11.

Durch Logarithmieren des Restgehaltes und Auftragen gegen die Zeit wurde erkennbar, dass
bei keinem der untersuchten pH-Werte das mittels SE-HPLC bestimmte Degradationsprofil der
Fusionsproteine einer Reaktion (pseudo-) erster Ordnung entsprach (Abbildung VII.1 rechts).
Vielmehr zeigten die logarithmierten Abbaukurven eine Kriimmung, die insbesondere bei
hoherer Lagertemperatur deutlich hervortrat. Die Kinetik der Proteinaggregation kann etwa
dann einer Reaktion 1. Ordnung entsprechen, wenn die Entfaltungsreaktion den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt [Kendrick et al. 1998, Wang 2005].
Verschiedene Autoren haben aber bereits darauf hingewiesen, dass Aggregationsvorginge
meist hoheren Reaktionsordnungen entsprechen [Fink 1998, De Bernardez Clark et al. 1999,
Wang 2005].
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Abbildung VII.2: Isothermer Abbau von huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2 (rechts) bei 30°C, 40°C und 50°C,
ermittelt durch RP-HPLC. Von oben nach unten: pH 5,0, pH 6,0. Dargestellt ist jeweils die Abhdngigkeit
In(C/Co) von der Lagerdauer.
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Abbildung VII.3: Isothermer Abbau von huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2 (rechts) bei 30°C, 40°C und 50°C,
ermittelt durch RP-HPLC. Dargestellt ist die Abhéingigkeit In(C/Co) von der Lagerdauer bei pH 7,0.

Anders als fiir die Aggregationsprozesse konnte fiir den durch RP-HPLC erfassten chemischen
Abbau der Fusionsproteine allerdings eine Reaktionskinetik (pseudo-) erster Ordnung
nachgewiesen werden. Bei konstanter Temperatur ergab die grafische Darstellung von
In (C/Cy) gegen die Einlagerungszeit jeweils eine Gerade (R? > 0,99), aus deren Steigung die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante (ko) ermittelt wurde (Abbildungen VII.2 und VII.3). Fiir
beide Proteine war eine Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit in der Reihenfolge
pH 5 <pH 6 < pH 7 zu beobachten. Diese Reihenfolge stimmte mit den Stabilitdtsdaten aus
Kapitel III {iberein, und verdeutlichte erneut, dass dem chemischen Abbau der Immunzytokine

ein anderes pH-Profil zugrunde liegt als den Aggregationserscheinungen.

Die bei 30°C, 40°C und 50°C anhand der RP-HPLC Daten bestimmten Reaktionsgeschwindig-
keitskonstanten wurden im Folgenden zur Erstellung der Arrhenius-Plots herangezogen. Wie
die Graphen in Abbildung VIIL.4 auf der nidchsten Seite verdeutlichen, standen die
logarithmierten k-Werte mit der reziproken Temperatur in linearem Zusammenhang (jeweils
Rz > 0,99) und wiesen damit auf einen gleichbleibenden Reaktionsmechanismus im

betrachteten Temperaturbereich hin.

Auch im Fall anderer Modellpeptide und Proteine konnten mittels Umkehrphasen-
chromatographie bereits isotherme Abbauprofile erstellt werden, die einer Kinetik (pseudo-)
erster Ordnung entsprachen. Beispiele dafiir sind die Zersetzung von Somatostatin [Hermann
und Bodmeier 2003], Insulinotropin [Stamper und Lambert 1995], Interferon-a [Allen et al.
1999] oder hGH [Pikal et al. 1991].

Diese Abhingigkeit erlaubt entsprechend der Arrhenius-Gleichung Riickschliisse auf die
Lagerstabilitit, etwa durch Berechnung der Halbwertszeit oder des too-Wertes bei definierter

Lagertemperatur. Eine Zusammenstellung der Parameter fiir die sechs Testrezepturen mit

60
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huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 findet sich in Tabelle VII.1. Die Extrapolation der Daten auf
Raumtemperatur (25°C) ergab in Abhédngigkeit vom pH-Wert ty-Werte von 77-153d fiir
huKS-IL 2 bzw. 79-164d fiir hul4.18-IL 2.
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Abbildung VII.4: Arrhenius-Plots fiir huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2 (rechts), bei pH 5.0, pH 6.0 und

pH 7.0, ermittelt durch RP-HPLC nach Einlagerung bei 30°C, 40°C, und 50°C.

30°C 40°C 50°C
Kops (d7') tso (d) | Kons(d™) ts) (d) Kops (d7)  t50 (d)
huKS-IL 2
pH 5,0 0,0015 462 0,0054 128 0,0227 30
pH 6,0 0,0022 315 0,0078 89 0,0277 25
pH 7,0 0,0032 216 0,0110 63 0,0558 12
hul4.18-IL 2
pH 5,0 0,0014 495 0,0045 154 0,0195 35
pH 6,0 0,0019 364 0,0069 100 0,0251 28
pH 7,0 0,0028 247 0,0105 66 0,0373 18

Tabelle VII.1: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten und Halbwertszeiten von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2

unter verschiedenen Bedingungen.

2 Nonisotherme Stabilititsuntersuchungen

2.1 Versuchsdurchfiithrung

Als direkter Vergleich zu den isothermen Stabilitdtsstudien wurden mit der nonisothermen
Methode ebenfalls drei Formulierungen von huKS-IL 2 oder hul4.18-IL 2 untersucht, die sich

hinsichtlich ihrer pH-Werte unterschieden. Da die isothermen Experimente bereits gezeigt
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hatten, dass das mittels SE-HPLC bestimmte Abbauprofil der Proteine sich nicht durch eine
Reaktion (pseudo-) erster Ordnung beschreiben ldsst, wurden bei den nonisothermen Studien

ausschlieBlich Untersuchungen mittels Umkehrphasenchromatographie vorgenommen.

Anders als in der vorangehenden Versuchsreihe wurden die Losungen nicht bei konstanter
Temperatur eingelagert, sondern mit einer linearen Heizrate iiber einen Zeitraum von 60
Stunden von 35°C auf 60°C erhitzt (Abbildung VIL.S5). Bei der Wahl des Temperaturprofils
wurde beriicksichtigt, dass entsprechend den FTIR-spektroskopischen Untersuchungen aus
Kapitel IIT die Entfaltung von huKS-IL 2 bei circa 60°C einsetzt. Oberhalb dieser Temperatur
musste daher mit einer zunehmenden Uberlagerung chemischer und physikalischer
Instabilitdten gerechnet werden, welche zu einer Verdnderung der Reaktionskinetik fiihren

konnte [Yoshioka et al. 1994, Franks 1994].

Temperatur (°C)
8 & 8 4

!

00 05 10 15 20 25

Heizdever (d)
Abbildung VIL.5: Temperaturprofil bei den nonisothermen Stabilitdtsversuchen (Temperaturbereich 35-60°C,
Heizdauer 2,5d, Heizrate 10K/d).

2.2 Ergebnisse und Diskussion

Durch das lineare Aufheizen der Probeldsungen ergaben sich fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2
bei den verschiedenen pH-Werten die in Abbildung VII.6 dargestellten Abbaukurven. Aus
thnen lief sich fiir beide Proteine eine Stabilitdtsabnahme bei steigendem pH-Wert ablesen,

was den RP-HPLC Ergebnissen der isothermen Versuchsreihen entsprach.

Zur nachfolgenden Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten k wurde In C/Cy
gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung VII.7 auf der folgenden Seite) und eine
Polynomfunktion an den Kurvenverlauf angepasst. Der Funktionsgrad wurde empirisch durch
Optimierung des Korrelationskoeffizienten ermittelt. Dabei war fiir alle Datensétze die beste

Naherung durch ein Polynom vierten Grades zu erhalten.
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Abbildung VII.6: Nonisothermer Abbau von huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2 (rechts) bei pH 5,0, 6,0 und
7,0 (Temperaturbereich 35-60°C, Heizdauer 2,5d, Heizrate 10K/d). Auftragung von C/Co gegen die Zeit.
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Abbildung VIL.7: Nonisothermer Abbau von huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2(rechts) bei pH 5,0, 6,0 und
7,0 (Temperaturbereich 35-60°C, Heizdauer 2,5 d, Heizrate 10 K/d). Auftragung von In C/Co gegen die Zeit.

Durch die Polynomanpassung ergaben sich flir die sechs Experimente die im Folgenden

dargestellten Reaktionsgleichungen:

Modellprotein huKS-IL 2

Formulierung pH 5.0

f(x) = 0,000032 + 0,02762x — 0,06018x> + 0,04408x> -0,01075 x* (R?=0,9908)

Formulierung pH 6.0

f(x) = 0,000035 + 0,02779x - 0,05559x2 + 0,04233x* - 0,01101x* (R?=0,9966)

Formulierung pH 7.0

f(x) =-0,0019 + 0,05683x - 0,13513x> + 0,10655x> - 0,02774x* (R?=0,9956)
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Modellprotein hul4.18-IL 2

Formulierung pH 5.0
f(x) =0,000114 — 0,00576x — 0,00221x> + 0,01222x> - 0,00532x4 (R*=0,9899)

Formulierung pH 6.0

f(x) = 0,00104 + 0,0425x — 0,07942x2 + 0,05276x* - 0,01236x* (R*=0,9922)

Formulierung pH 7.0
f(x) = 0,000455 + 0,00761x — 0,03063x> + 0,02879%> - 0,0089)(4 (R*=0,9926)

Nach Bestimmung der ersten Ableitung dieser Polynomfunktionen wurde fiir jede Temperatur
die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k ermittelt. Die logarithmierten k-Werte wurden wie

in Abbildung VII.8 dargestellt gegen 1/T aufgetragen.

Im Fall beider Fusionsproteine ergaben sich bei den pH-Werten 5,0 und 6,0 lineare Arrhenius-
Plots, so dass ein gleichbleibender Reaktionsmechanismus im betrachteten Temperaturbereich
angenommen wurde (huKS-IL 2 pH 5,0: R?>=0,998; pH 6,0: R?=0,989; hul4.18-IL 2 pH 5,0:
R>=0,992; pH 6,0: R*=0,998). Bei pH 7,0 war der Kurvenverlauf hingegen nicht linear,
sondern deutete vielmehr auf eine Anderung des Abbaumechanismus bei steigender
Temperatur hin. Eine mogliche Ursache fiir die verdnderte Degradationskinetik bei hohen
Temperaturen konnte etwa die Beeinflussung des chemischen Abbaus durch
Aggregationsvorgingen der Proteine sein. In Kapitel III wurde bereits diskutiert, dass die
Aggregationstendenz der Immunzytokine mit steigendem pH-Wert zunimmt. Aus diesem
Grund diirfte der Uberlagerung der verschiedenen Instabilititen bei pH 7,0 eine groBere

Bedeutung zukommen als bei pH 5,0 und 6,0.
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Abbildung VIL.8: Arrhenius-Plots fiir huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2 (rechts), bei pH 5,0, pH 6,0 und
pH 7,0, ermittelt durch RP-HPLC nach Einlagerung bei 30°C, 40°C, und 50°C.
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Aufgrund des verdnderten Abbauprofils bei pH 7,0 war ein Vergleich der nonisothermen

Methode mit den isothermen Experimenten nicht moglich, sondern wurde nur fiir die

pH-Werte 5,0 und 6,0 vorgenommen. Wie Abbildung VIL.9 illustriert, waren dabei die in

nonisothermen Studien ermittelten k-Werte stets geringer als bei isothermen Versuchen.

Dadurch unterschied sich die Haltbarkeitsvorhersage beider Verfahren erheblich, wie etwa ein

Vergleich der errechneten Halbwertszeiten veranschaulicht (Tabelle VII.2).
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Abbildung VILY: Arrhenius-Plots fiir huKS-IL 2 (links) und hul4.18-IL 2 (rechts), bei pH 5,0 (oben) und

PpH 6,0 (unten), ermittelt nach der isothermen und nonisothermen Methode.

30°C 40°C 50°C
isotherm nonisotherm| isotherm nonisotherm| isotherm nonisotherm

huKS-IL 2

pH 5,0 462 91807 128 3122 30 130

pH 6,0 315 31082 89 1426 25 79
hul4.18-IL 2

pH 5,0 495 5331 154 495 35 52

pH 6,0 364 2310 100 277 28 36

Tabelle VIL.2: Halbwertszeiten (in Tagen) von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 unter verschiedenen Bedingungen,

ermittelt durch isotherme bzw. nonisotherme Haltbarkeitsstudien.
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Eine mogliche Erklirung fiir die mangelnde Ubereinstimmung der beiden Stressmethoden
diirften die unterschiedlichen Zersetzungsprofile bei isothermem oder nonisothermem Abbau
sein. Abbildung VII.10 verdeutlicht anhand der beiden Chromatogramme, dass infolge von
isothermem Stress wesentlich mehr Abbauprodukte entstanden als im Verlauf der
nonisothermem Belastung. Die verstirkte Zersetzung bei isothermen Untersuchungen spiegelte
dabei das Degradationsprofil nach Langzeitlagerung der Proben wesentlich besser wieder als

die nonisothermen Studien.
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Abbildung VII.10: RP-HPLC Diagramme fiir huKS-IL 2 nach nonisothermer Belastung (links) und nach
isothermem Stress (rechts).

Entsprechend dieser Ergebnisse scheinen im Fall der Immunzytokine nonisotherme
Stabilitatsuntersuchungen zur Haltbarkeitsvorhersage wenig geeignet zu sein, da bei
nonisothermem Stress andere Abbaureaktionen auftreten als bei isothermer Lagerung der
Proben. Bei anderen Protein- oder Peptid-Arzneistoffen wie Thymopentin [Lee und
Stavchansky 1998] oder Insulinotropin [Stamper und Lambert 1995] wurden hingegen gute
Ubereinstimmungen zwischen den nonisothermen Experimenten und isothermen Studien
gefunden. Allerdings traten auch in einer Versuchsreihe von Reithmeier mit einem pegylierten
Protein Abweichungen zwischen beiden Methoden auf, die auf unterschiedliche
Zersetzungsprofile bei isothermen und nonisothermen Bedingungen zuriickgefiihrt wurden
[Reithmeier et al. 2001]. Durch Verringerung der Heizrate in den nonisothermen Versuchen
wurde eine bessere Ubereinstimmung mit der isothermen Methode erreicht. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass mit zunehmender Komplexizitdt der Testproteine eine Verlangsamung
der Autheizgeschwindigkeit erforderlich sein kann, um die Genauigkeit der
Stabilitdtsvorhersage zu verbessern [Reithmeier et al. 2001]. Moglicherweise lieBe sich auch

im Fall der Immunzytokine durch Verringerung der Heizrate eine bessere
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Ubereinstimmung zwischen isothermer und nonisothermer Stabilitétsvorhersage erzielen. Auf
weiterfilhrende Untersuchungen dieses Sachverhaltes wurde im Rahmen dieser Dissertation

allerdings verzichtet.

3  Zusammenfassung: Beschleunigte Haltbarkeitsuntersuchungen

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte die Durchfiihrbarkeit beschleunigter Haltbarkeitsstudien fiir
die beiden Modellsubstanzen huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 untersucht werden. Dabei wurden
zweil Verfahren - die klassische isotherme sowie eine nonisotherme Methode — angewendet
und jeweils drei Formulierungen der Immunzytokine getestet, die sich lediglich im pH-Wert

unterschieden.

Im Fall der isothermen Versuche wurde die Stabilitit der Proben sowohl hinsichtlich
Aggregation (mittels SE-HPLC) als auch hinsichtlich chemischer Zersetzung (mittels RP-
HPLC) untersucht. Die dabei ermittelten pH-Wert-Profile standen im Einklang mit den
Stabilititsdaten aus Kapitel I1I.

Bei beiden Proteinen wurden fiir Aggregationsvorginge bzw. chemische Degradation
unterschiedliche Reaktionsordnungen nachgewiesen. Wiéhrend die mittels Umkehrphasen-
chromatographie erhaltenen Abbaukurven einer Reaktion (pseudo-) erster Ordnung

entsprachen, folgte die Aggregatbildung einer hoheren Reaktionsordnung.

Anhand der RP-HPLC Daten wurden fiir den chemischen Abbau der Proteine die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten bei verschiedenen pH-Werten ermittelt und zur
Erstellung der Arrhenius-Plots herangezogen. Da die logarithmierten k-Werte mit der
reziproken Temperatur in linearem Zusammenhang standen, konnte ein gleichbleibender
Reaktionsmechanismus im  betrachteten = Temperaturbereich angenommen  werden.
Entsprechend der Arrhenius-Gleichung wurden daraus Riickschliisse auf die Stabilitdt bei

definierter Lagertemperatur gezogen.

Im Rahmen der nonisothermen Experimente wurden die Proteinproben lediglich mittels
Umkehrphasenchromatographie untersucht. Die dabei ermittelten pH-Profile stimmten mit den

Ergebnissen der isothermen Versuchsreihen iiberein.

Zur Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten k wurde die Abbaukurve (In C/Cy
gegen die Zeit) aufgetragen und eine Polynomfunktion an den Kurvenverlauf angepasst. Nach
Bestimmung der ersten Ableitung dieser Polynomfunktionen wurde fiir jede Temperatur die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k ermittelt. Zur Erstellung des Arrhenius-Plots wurden

wiederum die logarithmierten k-Werte gegen 1/T aufgetragen.
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Wiéhrend fiir beide Fusionsproteine bei den pH-Werten 5,0 und 6,0 lineare Arrhenius-Plots
erhalten wurden, fiel bei pH 7,0 jeweils eine starke Kriimmung des Kurvenverlaufs auf.
Ursache dafiir diirfte eine Anderung des Abbaumechanismus bei steigender Temperatur sein,
die moglicherweise auf eine Uberlagerung von  chemischem  Abbau  und

Aggregationsvorgiangen zuriickging.

Aufgrund des nichtlinearen Arrhenius-Plots bei pH 7,0 konnten die FErgebnisse der
nonisothermen und der isothermen Experimente lediglich fiir die pH-Werte 5,0 und 6,0
miteinander verglichen werden. Auch hierbei wurden jedoch erhebliche Unterschiede
hinsichtlich der Haltbarkeitsaussagen deutlich. In allen Fillen waren die in nonisothermen
Studien ermittelten Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten geringer als bei Bestimmung mit der
isothermen Methode, so dass auf wesentlich ldngere Halbwertszeiten geschlossen wurde. Als
mogliche Erklirung fiir die schlechte Ubereinstimmung kommen die unterschiedlichen
Zersetzungsmuster der Proben in beiden Versuchsreihen in Frage. Im Fall der nonisothermen
Belastung wurden in den Chromatogrammen weniger Abbauprodukte detektiert als nach
isothermem Stress. Da lediglich das Degradationsprofil bei der isothermen Belastung auch dem
Zersetzungsmuster wiahrend Langzeitlagerung entsprach, wurde die Aussagekraft der

nonisothermen Stabilititsvorhersage kritisch bewertet.
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VIII. ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

In jiingster Zeit gewinnt die Therapie mit Arzneimitteln auf Protein- und Peptidbasis
zunehmend an Bedeutung. Da rekombinante Wirkstoffe aufgrund ihrer komplexen Struktur
jedoch &duBerst anfillig fiir Abbaureaktionen sind, ergeben sich an ihre galenische
Formulierung spezielle Anforderungen. Bei der Auswahl geeigneter Hilfsstoffe und

Darreichungsformen steht insbesondere die Stabilisierung des Arzneistoffes im Vordergrund.

Die Thematik der Stabilitdit von therapeutischen Proteinen wurde in der vorliegenden
Dissertation anhand von zwei Entwicklungssubstanzen, den Immunzytokinen huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2, erortert. Bei beiden Molekiilen handelt es sich um neuartige Fusionsproteine, in
denen eine variable Antikorper-Komponente mit jeweils zwei Interleukin-2 Resten verkniipft
ist. Ziel der Untersuchungen war es, das Abbauverhalten der Substanzen ndher zu
charakterisieren und wichtige destabilisierende Einflussfaktoren zu identifizieren. Im Fokus
der Arbeit stand aufBlerdem die Frage, inwiefern sich das Stabilititsverhalten der
Fusionsproteine gegeniiber den einzelnen Proteinkomponenten verdndert bzw. welche
Auswirkungen eine Variation der Molekiilbestandteile auf die Stabilitdt der Konstrukte hat.
Hierzu wurden den Stabilititsstudien von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 Untersuchungen mit
den monoklonalen Antikdrpern huKS und hul4.18 bzw. mit Interleukin-2 gegeniibergestellt.
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, eine lagerstabile fliissige oder gefriergetrocknete
Formulierung fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 zu entwickeln, wobei im Rahmen der
Rezepturfindung neben etablierten Excipienten auch einige neuartige Hilfsstoffe erprobt
werden sollten. Der letzte Teil dieser Dissertation befasste sich schlieBlich mit der Frage,
inwiefern fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 Stabilitdtsvorhersagen aufgrund beschleunigter
Haltbarkeitsstudien getroffen werden konnen. Hierbei wurde die Anwendbarkeit der

klassischen isothermen Methode sowie einer nonisothermen Methode getestet.

Stabilititsstudien mit huKS-IL 2 und hul4.18-1L 2

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit sollten mit Hilfe verschiedener Stressversuche relevante
Abbauwege der Immunzytokine systematisch aufgekldrt und deren Ausloser identifiziert
werden. Um stabilitétskritische Einfliisse wéahrend Herstellung, Transport, Lagerung oder
Anwendung des Arzneimittels experimentell zu simulieren, wurden Losungen von huKS-IL 2
und hul4.18-IL 2 mechanischem Stress, wiederholten Frier-Tau-Zyklen und thermischer
Belastung ausgesetzt. Dariiber hinaus wurden Versuche zum Einfluss zentraler

Rezepturparameter wie pH-Wert und lonenstirke durchgefiihrt.
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In den Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass beide Fusionsproteine in Abwesenheit
protektiver Hilfsstoffe erhebliche Stabilititsprobleme besitzen. Unter dem Einfluss von
mechanischer Belastung oder Frier-Tau-Stress wurden starke Aggregationserscheinungen
beobachtet, wobei sowohl 16sliche Aggregate als auch Prézipitate entstanden. Bei thermischer
Belastung wurden zusitzlich kovalente Abbaureaktionen wie Oxidation, Deamidierung und
Disulfidbriickenaustausch induziert. Wesentliche Auswirkungen auf die Proteinstabilitit hatte
der pH-Wert der untersuchten Systeme, da dieser sowohl die Geschwindigkeit der chemischen
Abbaureaktionen, als auch die Entfaltungstendenz und die Aggregatbildung beeinflusste.
Verianderungen der Ionenstirke wirkten sich hingegen lediglich auf das Aggregationsverhalten,
nicht jedoch auf die chemische Stabilitdt der Wirkstoffe aus. Fiir huKS-IL 2 ebenso wie fiir
hul4.18-IL 2 wurden Stabilitdtsoptima bei pH 5,0 bis 6,0 und bei moglichst geringer lonenstirke

nachgewiesen.

In allen Versuchsreihen fiel auf, dass trotz der strukturellen Ahnlichkeit beider Fusionsproteine
hul4.18-IL 2 gegeniiber huKS-IL 2 Stabilititsvorteile besitzt. Fiir die nachfolgenden
Formulierungsstudien ergab sich daraus die Schlussfolgerung, dass es zwar mdglich sein sollte,
fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 eine einheitliche Rezeptur zu entwickeln, da sowohl die
Empfindlichkeit gegeniiber bestimmten Stressfaktoren als auch die Art der auftretenden
Abbaureaktionen miteinander iibereinstimmten; allerdings sollten hierbei die Daten der
instabileren Substanz huKS-IL 2 im Sinne einer worst-case Betrachtung als Grundlage der

Entscheidungsfindung dienen.

Vergleichende Untersuchungen von Fusionsproteinen, Antikorpern und Interleukin-2

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden den Stabilitdtsdaten der Fusionsproteine huKS-IL 2 und
hul4.18-IL 2 Untersuchungen mit den beiden monoklonalen Antikérpern huKS und hul4.18
sowie dem Zytokin Interleukin-2 gegeniibergestellt. Mit allen Proteinen wurden analoge
Stressversuche zum Frier-Tau-Verhalten, zur mechanischen und thermischen Stabilitit sowie

zum Einfluss des pH-Wertes durchgefiihrt.

Die Versuchsreihen konnten zeigen, dass fiir die Proteinkonstrukte die selben Abbauwege
relevant sind wie fiir die Einzelmolekiile. Die Fusion der Komponenten hatte allerdings einen
wesentlichen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Degradationsvorginge. So liefen
Entfaltungs- und Aggregationsreaktionen im Fall der Fusionsproteine deutlich schneller ab als
bei den korrespondierenden Antikorpern, im Vergleich zu Interleukin-2 waren die
Immunzytokine hingegen stabiler. Die Beschleunigung von Aggregations- und
Entfaltungsvorgdngen in der Reihenfolge Antikérper < Immunzytokin < IL-2 war in allen

Versuchsreihen reproduzierbar und unabhingig von der Art der einwirkenden Stressfaktoren.
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Als Ursache des veranderten Denaturierungs- und Aggregationsverhalten nach Verkniipfung
der einzelnen Wirkstoff-Bestandteile kommt die Verdanderung wichtiger Proteineigenschaften

wie Hydrophobie, pI-Wert oder Schmelztemperatur in Frage.

Anders als bei der physikalischen Stabilitét wirkte sich die Fusion der Einzelmolekiile auf den
chemischen Abbau der Proteine eher vorteilhaft aus. Als Grund fiir die verlangsamte
chemische Degradation der Immunzytokine wurde eine verstirkte sterische Abschirmung

reaktiver Aminoséuren in den Protein-Konstrukten angenommen.

Neben den verdnderten Stabilititseigenschaften der Fusionsproteine gegeniiber den
Einzelmolekiilen zeigten die Vergleichsuntersuchungen auch, dass sich individuelle
Stabilitatsunterschiede zwischen verschiedenen IgG-Komponenten durchaus in den
Konstrukten noch wiederspiegeln. So wurden analog zu der hoheren Stabilitdit von
hul4.18-IL 2 gegeniiber huKS-IL 2 auch zwischen den Antikorpern Stabilititsunterschiede
zugunsten von hul4.18 festgestellt. Die Versuchsreihen lieen die Schlussfolgerung zu, dass
sich einerseits auf Basis der Stabilititsdaten der Einzelkomponenten die potentiellen
Abbauwege der entsprechenden Proteinkonstrukte abschitzen lassen, sich andererseits aber die
Anfilligkeit fiir einzelne Degradationsvorgéinge in den Konstrukten verdndern kann.
Individuelle Stabilitits- und Formulierungsstudien sind fiir die Fusionsproteine daher

unerldsslich.

Formulierungsentwicklung

Ein weiterer Teil dieser Arbeit befasste sich schlieBlich mit der Entwicklung einer geeigneten
galenischen Formulierung fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2. Durch die Optimierung kritischer
Rezepturparameter sowie durch den systematischen Einsatz stabilisierender Hilfsstoffe sollten
lagerstabile Zubereitungen der beiden Fusionsproteine entwickelt werden. Zunichst wurden
am Beispiel von huKS-IL 2 mehrere separate Studien durchgefiihrt, in denen der Einfluss
einzelner Formulierungsparameter wie pH-Wert, Puffersalz, Proteinkonzentration und
Additive evaluiert wurde. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde durch Kombination der
Variablen eine Rezepturoptimierung vorgenommen. Die Zubereitungen wurden dabei
hinsichtlich ihrer Frier-Tau- bzw. Lagerstabilitit sowie unter dem Einfluss von mechanischer

Belastung untersucht.

Die Versuchsreihen verdeutlichten, dass eine fliissige Darreichungsform fiir die
Immunzytokine ungeeignet ist. Fiir alle Fliissigformulierungen erwies sich die Schiittelstress-
und Lagerstabilitdt selbst in Gegenwart verschiedener Hilfsstoff-Kombinationen aus

Kohlenhydrat-, Aminosdure- und Tensid-Zusédtzen als problematisch. Zwar konnte durch
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einige der getesteten Rezepturen die Einfrierstabilitit des Wirkstoffes wesentlich verbessert
werden, so dass eine gefrorene Medikation als Alternative zu einem Fliissigpréparat durchaus
in Frage kidme. Jedoch ist diese Moglichkeit fiir ein Marktprdparat nicht praktikabel. Aus
diesem Grund wurde entschieden, die Proteinzubereitungen zur weiteren Stabilisierung

gefrierzutrocknen.

Durch den kombinierten Einsatz von 300mM Trehalose oder Hydroxyectoin mit 0,01%
Polysorbat 80 konnten besonders stabile Lyophilisate hergestellt werden. Wéhrend der 30
wochigen Lagerung bei bis zu 40°C wurden in diesen Rezepturen keinerlei physikalische oder
chemische Abbaureaktionen beobachtet. Zwei weitere Formulierungen, in denen Saccharose
oder Isomalt mit Polysorbat 80 kombiniert wurden, zeigten wihrend der Lagerung bei 25°C
ebenfalls keine Instabilitdten. Lediglich bei erhohter Lagertemperatur (40°C) kam es zu
Abbaureaktionen, die sich durch die niedrigeren T,-Werte dieser Zubereitungen und die
dadurch erhohte Molekiilbeweglichkeit innerhalb des Proteinglases erkldren diirften. Weitere
Testrezepturen mit den Hilfsstoffen Ectoin, Arginin und Raftilose erwiesen sich zur

Herstellung stabiler Lyophilisate als ungeeignet.

Im Anschluss an die Formulierungsentwicklung fiir huKS-IL 2 wurde versucht, die vier besten
Lyophilisatrezepturen dieser Versuchsreihe auch auf hul4.18-IL 2 zu iibertragen. Erneut
erwies sich die Kombination von 300mM Trehalose und 0,01% Polysorbat 80 als besonders
vorteilhaft und zeigte selbst nach 30 wochiger Lagerung bei 40°C keine Instabilitidten. Anders
als in den Versuchen mit huKS-IL 2 war die Saccharose-Rezeptur vergleichbar stabil wie die
Trehalose-Zubereitung. Dieses Ergebnis diirfte damit zusammenhéngen, dass sich die
Restfeuchte- und T,-Werte des Lyophilisates mit hul4.18-IL 2 im Verlauf der Einlagerung
weniger stark verdnderten als in den Saccharose-Lyophilisaten mit huKS-IL 2. Die beiden
Lyophilisatzubereitungen mit Isomalt oder Hydroxyectoin waren im Vergleich zu den
Saccharose- und Trehalose-Rezepturen bei 40°C-Lagerung etwas instabiler. Nach bis zu 30
Wochen bei 2-8°C bzw. bei 25°C zeigten sich allerdings keinerlei Qualitits-
beeintrachtigungen, so dass auch mit diesen Formulierungen stabile Darreichungsformen fiir

hul4.18-1L 2 zu erhalten wéren.

Beschleunigte Haltbarkeitsstudien

Den Abschluss dieser Arbeit bildete die Durchfiihrung beschleunigter Haltbarkeitsstudien der
Immunzytokine bei verschiedenen pH-Werten. Dabei wurden zwei Verfahren - die klassische

isotherme sowie eine nonisotherme Methode — angewendet und miteinander verglichen.

Im Fall der isothermen Versuche wurde die Stabilitit der Proben sowohl hinsichtlich

Aggregation als auch hinsichtlich chemischer Zersetzung untersucht. Fiir beide Abbauwege
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konnten unterschiedliche Reaktionsordnungen nachgewiesen werden. Wiahrend die mittels
Umkehrphasenchromatographie erhaltenen Abbaukurven einer Reaktion (pseudo-) erster
Ordnung entsprachen, folgte die Aggregatbildung einer hoheren Reaktionsordnung. Anhand
der RP-HPLC Ergebnisse wurden fiir huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2 die Reaktions-
geschwindigkeitskonstanten bei verschiedenen pH-Werten bestimmt. Die daraus erstellten
Arrhenius-Plots waren linear, so dass auf einen gleichbleibenden Reaktionsmechanismus im
betrachteten Temperaturbereich geschlossen und eine Extrapolation der Daten auf

Normaltemperatur durchgefiihrt werden konnte.

Im Rahmen der nonisothermen Experimente wurden die Proteinproben mittels
Umkehrphasenchromatographie untersucht. Die daraus abgeleiteten Abbaukurven (In C/Cy
gegen die Zeit) lieBen sich jeweils durch eine Polynomfunktion vierten Grades beschreiben.
Nach Bestimmung der ersten Ableitung dieser Polynomfunktionen wurde fiir jede Temperatur
die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k bei verschiedenen pH-Werten ermittelt und zur
Erstellung der Arrhenius-Plots herangezogen. Fiir beide Fusionsproteine waren die Arrhenius-
Plots bei den pH-Werten 5,0 und 6,0 linear. Bei pH 7,0 waren die Kurven hingegen stark
gekriimmt und deuteten auf eine Anderung des Abbaumechanismus bei hoherer Temperatur

hin.

Beim Vergleich der Ergebnisse aus isothermen und nonisothermen Versuchen fiel auf, dass die
in nonisothermen Studien ermittelten Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten stets geringer
waren als bei Bestimmung mit der isothermen Methode. Ursache dafiir diirften die
unterschiedlichen Zersetzungsmuster der Proben nach isothermer bzw. nonisothermer

Belastung sein.

Auf Basis der vorliegenden Daten erscheint die Durchfilhrung beschleunigter
Haltbarkeitsstudien zur Ermittlung der Langzeitstabilitdt von huKS-IL 2 und hul4.18-IL 2
nicht sinnvoll. Aufgrund der komplexen Molekiilstrukturen laufen unterschiedliche
Abbauvorginge parallel ab, die sich in Abhéngigkeit vom verwendeten Puffersystem und dem
untersuchten Temperaturbereich unter Umstinden wechselseitig beeinflussen. Unter
geeigneten Versuchsbedingungen weisen einzelne Degradationsvorgdnge zwar einen
konstanten Reaktionsmechanismus auf, so dass mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung eine
Extrapolation der Stabilititsdaten auf Normaltemperaturen zulédssig sein sollte. Da sich die
Stabilitidtsaussage dann jedoch nur auf eine Instabilititsreaktion unter mehreren bezieht, ist

deren Relevanz fir das Gesamtmolekiil kritisch zu sehen.
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