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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Ansatz der antigenbasierten Krebs-Immuntherapie macht sich die Individualitat der Tumorzellen
zu Nutze und bekampft Krebszellen spezifisch durch die Aktivierung von Immunzellen. Dabei werden
immer mehr individuelle Ansatze aufgrund der Verschiedenheit maligner Zellen und aufgrund des
ausgepragten Polymorphismus der HLA-Gene entwickelt. Hierzu zahlen Vakzinpeptidcocktails aus
synthetisch hergestellten Peptiden, deren Sequenzen von Tumorzellen abstammen und fur die
personalisierte Krebs-Immuntherapie verwendet werden.

Fur jeden Patienten ist die Herstellung eines personalisierten Therapeutikums unter GMP-
Bedingungen, wie es das Wirkstoffpeptidlabor an der Universitat Tubingen praktiziert, erforderlich.
Dadurch wird im gesamten Herstellungsprozess eine gleichbleibende Qualitat des Produkts und somit
die pharmazeutische Sicherheit fur den Patienten gewéahrleistet. Sowohl in der Produktion als auch in
der Qualitatskontrolle sind, um auf all diese unterschiedlichen Peptidsequenzen und Kombinationen
flexibel und zuverlassig reagieren zu kénnen, gewisse Herausforderungen zu bewerkstelligen.

Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Methodenoptimierung der analytischen RP-HPLC in der
Qualitatskontrolle, um Vakzinpeptidcocktails aus bis zu 10 verschiedenen Wirkstoffpeptiden eindeutig
zu identifizieren und eine zuverlassige Quantifizierung, wie fir die Arzneimittelanalytik erforderlich, zu
gewahrleisten. AufRerdem sollte flr einen hoheren Probendurchsatz die Analysenzeit deutlich
reduziert werden. Daflir wurden die Saulendimension veréndert, um eine héhere Flussrate, und damit
kirzere Analysezeiten zu erreichen. Um bei der Analyse von Vakzinpeptidcocktails
basisliniengetrennte Peaks zu erreichen, wurden die Wirkstoffpeptide in zwei Retentionsbereiche
eingeteilt. Fur diese beiden Bereiche wurden separate Methoden entwickelt, die die Auflésung der
Peaks verbessern und im Optimalfall jedes Peptid als Einzelpeak darstellen kdnnen. Dabei zeigte die
Verifizierung mit insgesamt sieben Vakzinpeptidcocktails eine deutliche Verbesserung und regelmafig
eine vollstéandige Basislinien-Trennung aller Peaks der enthaltenen Wirkstoffpeptide.

Um nicht nur eine spezifische, sondern auch eine effektive Immunantwort auszulésen, werden den
Vakzinpeptidcocktails Adjuvantien zugegeben. Adjuvantien sind Komponenten, welche selbst nicht als
Antigen wirken aber die Immunogenitdt durch Stimulation von Antigen prasentierenden Zellen
erhéhen. In dieser Arbeit wurde das neu entwickelte innovative Adjuvans XS15 umfassend
charakterisiert und eigenstandige HPLC-Methoden entwickelt, die sowohl alle potenziellen Neben-
und Abbauprodukte identifizieren als auch eine zuverlassige Quantifizierung ermdglichen. Dazu
wurden verschiedene Stresstests durchgefuhrt und eine Interaktion von XS15 mit dem Material des
Sterilfilters oder anderen Wirkstoffpeptiden untersucht, um derartige Probleme bei der
Vakzinpeptidcocktailherstellung auszuschliel3en. In diesem Zusammenhang war es, aufgrund von
verschiedenen Konzentrationen und deutlich unterschiedlichem Retentionsverhalten, nicht mdglich,
XS15 und den Vakzinpeptidcocktail mit der gleichen Methode in der HPLC zu analysieren. Die
Stabilitat von XS15 wurde in verschiedenen Ldsungsmitteln und Uber verschiedene Zeitraume
untersucht.

Fur den Einsatz der entwickelten Methoden in der GMP-Routine mussten diese einer vollstandigen
Validierung nach der ICH-Richtlinie Q2 unterzogen werden. Dafir missen je nach Anwendung der
Methoden verschiedene Parameter untersucht und erfllt werden. In diesem Fall musste die Spezifitét,
Prézision und Linearitdt bestatigt werden und uUber die Berechnung der Nachweis- und
Detektionsgrenzen ein Arbeitsbereich, der eine gewisse Robustheit aufweist, festgelegt werden.

Wahrend dieser Doktorarbeit konnten robuste Methoden fur die HPLC-Analytik von
Vakzinpeptidcocktails und des Adjuvans XS15 entwickelt werden, welche direkt in der GMP-
Routineanalytik angewendet werden konnen. Somit kann eine schnelle Qualitéatskontrolle der
individuellen Therapeutika mit zuverlassiger Quantifizierung gewahrleistet werden.



Abkirzungsverzeichnis und Erlauterungen

Abkulrzungsverzeichnis

AA amino acid, Aminosaure

Abb. Abbildung

AcN Acetonitril

AK Antikorper

AMWHV Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung

APC Antigen presenting cell, Antigen-prasentierende Zelle

AU Absorbance unit, Absorptionseinheit

bzw. Beziehungsweise

ca. circa

CD Cluster of differentiation, Unterscheidungsgruppen

CDR complementarity-determining region, komplementaritdtsbestimmende Region

CID Kollisionsinduzierte Dissoziation

CTL Cytotoxic T lymphocyte, Zytotoxischer T-Lymphozyt

C-terminal Carboxy-terminal

DC Dendritische Zelle

ddH20 doppelt-destilliertes Wasser

d.h. das heifl3t

DMSO Dimethylsulfoxid

DP drug product, Arzneimittelprodukt

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERAP endoplasmic reticulum aminopeptidase, ER-Aminopeptidase

ESI Electrospray ionization, Elektrospray-lonisation

etc. et cetera, und so weiter

EtOH Ethanol

FA Ameisensaure

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

FWHM full width at half maximum, Halbwertsbreite

gaf. gegebenenfalls

GMP good manufacturing practice, Gute Herstellungspraxis

GRAVY Grand average of hydropathicity, Hydrophobizitat

HBTU Hydroxy-O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium hexafluorophosphate

HCI Chlorwasserstoff (Salzsaure)

HLA Human leukocyte antigen, humanes Leukozytenantigen

HPLC High performance liquid chromatography, hochauflosende Flissigkeitschromatographie

ICH International Conference on Harmonization, Internationale Konferenz zur Harmonisierung

IFN-y Interferon-y

IL Interleukin

ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif, Aktivierungsmotiv auf der Basis von
Immunrezeptortyrosin

KOH Kaliumhydroxid

Konz. Konzentration

LC Liquid chromatography, Fliissigchromatographie

LCMS Liquid chromatography mass spectrometry, Fliissigchromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung

m/z Mass-to-charge-ratio, Masse-zu-Ladungsverhaltnis
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vergleiche hierzu

Vakzinpeptidcocktail

Wirkstoffpeptid
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Kurzbezeichnung von Palmitoyl-Cys((R)-2,3-di(palmitoyloxy)-propyl)-Gly-Asp-Pro-Lys-
His-Pro-Lys-Ser-Phe-OH Hydrochlorid

Ubersicht Aminosauren

Aminoséaure Abklrzung  Symbol Aminoséaure Abkulrzung Symbol
Alanin Ala A Leucin Leu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Asparaginsaure Asp D Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamin GIn Q Serin Ser S
Glutaminsaure Glu E Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp w
Histidin His H Tyrosin Tyr Y
Isoleucin lle I Valin Val Vv

Erlauterungen

Alle  Aminosauren werden in der vorliegenden Arbeit hauptsachlich mit dem
Einbuchstabencode benannt.

Dezimalzahlen werden aus Grinden der besseren Lesbarkeit in der vorliegenden Arbeit mit
Punkten anstatt der im Deutschen tblichen Kommata dargestellt.

Die abgebildeten Chromatogramme wurden unter Verwendung der originalen Rohdaten
erstellt.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Krebs-Immuntherapie

Die klassische Behandlung von Krebserkrankungen mit Operationen (Resektion), Chemo- oder
Strahlentherapie weist nur eine begrenzte Effizienz auf. Die Chemo- und Strahlentherapie agiert nicht
tumorspezifisch und schadet durch zytotoxische Nebenwirkungen auch gesunden Zellen. Dadurch
entstehen Nebenwirkungen, welche die Lebensqualitit der Patienten einschrénken. Ein weiteres
Problem besteht darin, dass die Strahlentherapie teilweise selbst mutagen wirken kann und somit
spater ebenfalls zu einer Krebsentstehung beitragen kénnte. Aus diesen Griinden werden alternative
Therapien entwickelt. Ein solches Beispiel ist die Immuntherapie, welche durch verschiedenste
Ansatze eine hohe selektive Wirkung gegen Krebszellen ermdéglicht. Das Ziel der Immuntherapie ist,
das korpereigene Immunsystem so zu beeinflussen, dass kérperfremde oder veranderte Strukturen
wie Krebszellen als potenzielle Gefahr erkannt und spezifisch zerstért werden.

Die Mdoglichkeiten, das korpereigene Abwehrsystems auch bei Krebserkrankungen zu nutzen, sind
schon lange bekannt. Mitte des 19. Jahrhunderts entdeckte der Chirurg Wilhelm Busch, dass die
TumorgroRe bei Patienten, die sich eine schwere Infektion eingefangen hatten, schrumpfte. 1867
legte W. Busch eine krebskranke junge Frau in das leere Bett eines Patienten mit Wundrose und
infizierte sie damit absichtlich mit Streptococcus pyogenes, wodurch ihr lebensbedrohlicher Tumor im
Hals schrumpfte (Pawelek et al., 2003). 1891 begann der junge Chirurg W. Coley abgetttete
Bakterien, sogenannte Coley-Toxine, in fortgeschrittene Tumore, Sarkome und Melanome zu spritzen
(Coley, 1891; Nauts et al., 1946). Spatestens hier wurde deutlich, dass das Immunsystem bei der
Bekampfung von Krebszellen einen wesentlichen Einfluss hat. Doch erst in den letzten Jahren wurden
die vielfaltigen Interaktionen zwischen Krebszellen und dem Immunsystem ausreichend untersucht,
um therapeutische Ansatze fur die Krebstherapie entwickeln zu kénnen. Dabei gibt es mittlerweile
zahlreiche Kklinische Studien mit den verschiedensten Immuntherapievarianten, bei denen
unterschiedliche Punkte und Funktionswege des Immunsystems beeinflusst werden, um die
Krebszellen zu bekampfen.

Im Allgemeinen wird dabei zwischen passiven und aktiven Therapieansatzen unterschieden
(Papaioannou et al., 2016). Bei der passiven Immuntherapie erhalt der Patient spezifische
monoklonale Antikorper, Antikdrper-Fragmente oder unspezifische Zytokine, welche selektiv an
Tumorzellen binden und so zur Zerstdrung beitragen sollen. Beim adoptiven Zelltransfer werden
enthommene Leukozyten ex vivo aktiviert und anschlieend dem Patienten wieder zugefihrt.

Der biotechnologisch hergestellte Antikbrper Rituximab war einer der ersten zugelassenen Wirkstoffe
(1998) fur die Immuntherapie und wird bei der Behandlung von Lymphdriisenkrebs (malignen
Lymphomen) eingesetzt (Kimby, 2005).

Bei der aktiven Immuntherapie soll dagegen die Immunantwort gegen den Tumor in vivo stimuliert
werden. Dazu zahlen die Vakzinierung mit Checkpoint-Inhibitoren, onkolytischen Viren,
antigenbeladenen dendritischen Zellen (DC) und mit spezifischen Antigenen wie Peptidvakzine
(Coosemans et al., 2013; Papaioannou et al., 2016).

Proteinkinaseinhibitoren gegen chronische myeloische Leukamie (CML), wie beispielsweise Imatinib,
zéhlen zu den modernen Immuntherapien. Dabei missen jedoch bestimmte Voraussetzungen wie
eine entsprechende Uberexpression oder das Vorhandensein bestimmter Zellstrukturen gegeben
sein. Bei Imatinib ist dies das Philadelphia-Chromosom, welches zur Produktion der Tyrosinkinase
BCR-ABL und damit zur unkontrollierten Vermehrung von weien Blutkdrperchen fuhrt. Durch den
Proteinkinaseinhibitor wird diese Tyrosinkinase blockiert und die krankhafte Vermehrung unterdriickt
(Hantschel et al., 2008).

Checkpoint-Inhibitoren wie Ipilimumab (Anti-CTLA4-Antikorper) oder Nivolumab (Anti-PD1-Antikdrper)
beeinflussen die Regulation von T-Zellen, indem sie inhibierende Mechanismen blockieren oder
aktivierende Signale stimulieren. Dadurch kommt es zur Proliferation und Infiltration aktiver T-Zellen in
den Tumor und einer langandauernden Antitumoraktivitat (Menon et al., 2016).

Ein Beispiel fur eine Vakzinierung mit onkolytischen Viren ist Imlygic®. Dabei handelt es sich um das
Talimogene laherparepvec, einem abgeschwéachten Herpesvirus-Derivat, welches die Lyse von



Einleitung

malignen Melanomzellen und die tumorspezifische Immunantwort auslést. Allerdings werden dabei
haufig Immunantworten gegen den Vektor induziert.

Tumorzellen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um dem Immunsystem zu entkommen
und eine Tumorausbildung zu ermdglichen. (Hanahan et al., 2011). Tumorantigene kdnnen dabei
verschiedene Urspriinge haben (Vollmar et al., 2005). Sie kénnen durch eine Punktmutation oder
posttranslationale  Modifikationen (MUC1, Mamma-, Pankreaskarzinom), abnormale oder
Uberexpression (Her-2, Mamma-, Ovarialkarzinom) entstehen oder viralen Ursprungs (HPV, E6, E7)
sein. Dadurch wird deutlich, dass jeder Tumor individuell ist und fiir eine optimale Behandlung jeweils
im Einzelfall betrachtet werden muss. Der Ansatz der antigenbasierten Immuntherapie macht sich
diese Individualitat des Tumors zu Nutze und bekampft Krebszellen spezifisch durch die Aktivierung
von Immunzellen.

1.2 Peptidvakzine

1.2.1 Grundlagen

Der Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex, MHC), im Menschen auch
HLA (human leukocyte antigen) genannt, wurde urspringlich bei
Gewebetransplantationsexperimenten zwischen verschiedenen Mausestdmmen entdeckt und als
Komplex, der fur die Gewebevertraglichkeit (Histokompatibilitat) von grof3er Bedeutung ist, identifiziert
(Little, 1941). MHC-Molekile sind glykosylierte Membranproteine auf der Oberflache der Zelle und
spielen bei der Unterscheidung zwischen kérpereigenen und kdrperfremden Strukturen eine zentrale
Rolle. Die Hauptaufgabe der HLA-Molekiile ist die Bindung von Antigenfragmenten (Peptiden) und
deren Prasentation auf der Zelloberflache (Rudolph et al., 2006).

Von dem adaptiven Immunsystem werden Pathogene durch ihre prozessierten Antigene erkannt und
dadurch eine Aktivierung von B- und T-Lymphozyten, die folglich zur Beka&mpfung des
Krankheitserregers befahigt werden, ausgelost. B-Zellen vermitteln den humoralen Teil der
Immunantwort und bekampfen Erreger indirekt durch Produktion und Ausschittung von Antikorpern.
T-Zellen unterscheiden sich durch die Expression des T-Zellrezeptors (TCR) von anderen
Lymphozyten und sind fir die zellvermittelte Abwehr verantwortlich. Je nach Aufenthalts- und
Replikationsort des Erregers laufen zwei verschiedene Antigenprozessierungswege ab (Murphy et al.,
2018).

Die MHC Klasse I-Antigenprozessierung ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem intrazellulére,
zelleigene oder von intrazellularen Pathogenen wie Viren oder Bakterien stammende Proteine im
Zytosol vorliegen. Der Grof3teil der Proteine wird im 26S-Proteasom zu Peptiden zerlegt, die von den
MHC-Molekilen gebunden und prasentiert werden kénnen (Hershko et al., 1998).

HLA Klasse I-Molekiile sind Heterodimere, die sich aus zwei Polypeptidketten zusammenfalten. Sie
sind auf fast allen kernhaltigen Zellen und Thrombozyten des Korpers zu finden. Beim Menschen wird
dabei zwischen HLA-A, -B und -C unterschieden. In der Bindungsfurche, die aus a-Helices und (-
Faltblatt besteht, binden Peptidantigene an die MHC-Molekile (Madden et al., 1993). HLA Klasse I-
Molekile binden kurze, aus normalerweise 8 bis 10 Aminosauren bestehende Peptide (Falk et al.,
1991). Die Bindungsaffinitdt zwischen Peptid und MHC-Molekll ist abhangig von sogenannten
Ankeraminosauren. Verschiedene HLA-Typen bevorzugen verschiedene Ankeraminoséuren an
spezifischen Positionen in der Bindungsfurche (Rammensee et al.,, 1999; Rammensee, 1995). Die
Aminosaure am C-Terminus und die Aminosaure an Position 2 haben meistens die wichtigste Rolle
fur eine Sequenz-abhangige Wechselwirkung mit dem MHC Klasse |-Molekil (Stevanovi¢, 2002).
Uber diese Ankeraminosauren koénnen fir jedes MHC-Molekil individuelle Peptidmotive aufgestellt
werden. Die gebildeten Peptide werden im Anschluss Uber den heterodimeren TAP1/TAP2-Komplex
(transporter associated with antigen processing) ATP-abhangig aus dem Zytosol in das
endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert und binden dort an MHC Klasse I-Molekile. Nach
einer erfolgreichen Peptidbeladung wird der vollstandige MHC-Peptid-Komplex uber den Golgi-
Apparat an die Zelloberflache transportiert und dort den CD8* T-Zellen prasentiert (Cresswell et al.,
1994). Die a3-Doméane verfugt tUber einen transmembranen Bereich, welcher in der Membran
verankert ist (Bjorkman et al., 1987) und interagiert mit dem Korezeptor CD8 der T-Zelle.

MHC Klasse II-Molekule werden speziell von APCs wie dendritischen Zellen, Makrophagen und B-
Zellen exprimiert und prasentieren Peptide extrazellularen Ursprungs, welche von CD4* T-Helferzellen
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erkannt werden kénnen. Im Menschen wird dabei zwischen HLA-DR, -DP und -DQ unterschieden.
MHC-Klasse II-Molekile binden Peptide mit einer Lange von 12 bis 20 Aminoséuren, wobei oft
verschiedene Langenvarianten eines Peptids prasentiert werden. Die Proteolyse und Beladung von
aufgenommenen Proteinen finden im endosomalen MHC Klasse IlI-Beladungskompartiment (MIIC)
statt (Neefjes et al., 2011). Pathogene oder toxische Abbauprodukte, die mittels Endo-, Phago-, oder
Makropinozytose in den MHC Klasse Il-Antigenprozessierungsweg gelangen, sammeln sich zunéchst
in kleinen Vesikeln, den frihen Endosomen, die sie zum MIIC transportieren. Durch Absenkung des
pH-Wertes im Endosom kommt es zu einer Aktivierung von Aspartat- und Cystein-Proteasen, welche
die Proteine degradieren. Die Komponenten des MHC Klasse I, die a- und -Ketten, werden direkt in
das ER synthetisiert, wo sie zusammen mit der invarianten Kette (li) einen stabilen trimeren Komplex
mit blockierter Peptidbindungsfurche bilden und mittels vesikularen Transports tber den Golgi-Apparat
oder indirekt Gber die Plasmamembran zum MIIC, welcher die degradierten Peptide enthélt, gelangen.
Endozytierte Proteine wie auch die invariante Kette (li) werden im MIIC durch Proteasen schrittweise
abgebaut, wobei das CLIP-Fragment (class Il invariant chain-associated peptide) in der
Bindungsfurche des MHC-Molekuls zurlickbleibt. Der Austausch des CLIP-Fragments gegen ein
Peptid wird durch HLA-DM katalysiert. HLA-DM erhdht die Dissoziation von Peptiden und erleichtert
die Bindung von Peptiden mit hoherer Affinitdt (Denzin et al., 1996). Im letzten Schritt werden die
MHC Klasse ll-Peptidkomplexe an die Zelloberfliche der APCs transportiert, wo sie von CD4* T-
Zellen mit entsprechendem Rezeptor erkannt werden.

Uber cross presentation kénnen APCs auch exogene Antigene auf MHC-Klasse | prasentieren und
zytosolische Peptide endogener Herkunft, welche durch Autophagie in Endosome oder Lysosome
gelangen, kénnen auf MHC Klasse Il prasentiert werden (Dengjel et al., 2005).

T-Zellen unterscheiden sich durch die Expression des T-Zellrezeptors (TCR) von anderen
Lymphozyten wie B-Zellen und natlrlichen Killerzellen. Der TCR besteht aus den zwei
Polypeptidketten a und B, die jeweils aus einer konstanten und variablen Region, welche die
Antigenerkennungsstelle darstellt, bestehen. Durch somatische Rekombination und junktionale
Diversitat kann eine theoretische Diversitat der variablen Region von 1018 erreicht werden, wodurch
die Vielfalt der moglichen Antigene abgedeckt werden kann (Murphy et al., 2018). T-Zellen knnen mit
ihrem T-Zellrezeptor mit hoher Spezifitdt an MHC/Peptid-Komplexe binden und sind somit MHC-
restringiert. Durch die spezifische Bindung des Komplexes kann die T-Zelle Fremd- von
Selbstantigenen sowie entartete von normalen Zellen unterscheiden (Rowen et al., 1996). Naive T-
Zellen zirkulieren im Blut und durch das lymphatische System bis sie, meist im Lymphknoten, auf
Antigen-prasentierende Zellen treffen. Nach dem Kontakt mit dem fir die T-Zelle spezifischen MHC-
Peptid-Komplex kommt es zu einer intrazellularen Signalkaskade, welche zur Aktivierung der T-Zelle
fuhrt (Kersh et al., 1998; Murphy et al., 2018).

Fur eine Aktivierung, auch Priming genannt, bendtigen T-Zellen sowohl Kontakt zum kérperfremden
Antigen als auch uber die Korezeptoren CD4 und CD8 zum koérpereigenen MHC-Molekil. CD4 bindet
an MHC Klasse IlI- und CD8 an MHC Klasse I-Molekile (Janeway, 1992). Die Bindung des
spezifischen TCRs an den MHC-Peptid-Komplex auf der APC vermittelt das erste von drei Signalen,
welches fur die Aktivierung naiver T-Zellen erforderlich ist. Durch die Bindung entsteht eine
immunologische Synapse (Lee et al., 2002). Fur die komplette Aktivierung ist ein zweites Signal in
Form von kostimulatorischen Molekilen derselben APC erforderlich. Der Rezeptor CD28 der T-Zelle
interagiert mit den kostimulatorischen Molekilen CD80 bzw. CD86, welche nur von aktiven APCs
exprimiert werden (Lenschow et al., 1996). Ein Fehlen dieses Signals induziert bei T-Zellen einen
anergen Zustand oder die Apoptose und verhindert dadurch eine Reaktion gegen gesunde
Korperzellen (Guarder et al.,, 1994). Die Proliferation und Differenzierung wird durch verschiedene
Zytokine beeinflusst, was auch als drittes Signal der T-Zell-Aktivierung bezeichnet wird (siehe
Abbildung 1) (Mempel et al.,, 2004). Die Zytokine beeinflussen in welchen Subtyp die T-Zelle
differenziert: Zytotoxische T-Zelle (CTLs), T-Helferzelle (Tw-Zellen) oder regulatorische T-Zelle
(Tregs).

CTLs sind charakterisiert durch die Expression des Korezeptors CD8 (cluster of differentiation, CD)
und ihre Fahigkeit, ihre Zielzellen direkt durch Ausschittung von Perforin und Granzym B zu téten
(Heusel et al., 1994; Masson et al., 1986; Thiery et al., 2011). Dabei polymerisiert Perforin auf der
Oberflache der Zielzelle zu einer Pore, wodurch Granzym B eindringen und die Apoptosekaskade
aktivieren kann. CTLs erkennen Peptide, die auf MHC Klasse I-Molekilen présentiert werden und
sezernieren nach ihrer Aktivierung proinflammatorische Zytokine wie IFN-y und TNF-a (Sasiain et al.,
1998). Sie sind in der Lage virusinfizierte und entartete Zellen direkt abzutéten, weshalb sie auch
Killerzellen genannt werden.
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Tu-Zellen exprimieren den Korezeptor CD4 und interagieren hauptséachlich mit anderen Teilen des
Immunsystems um die Immunabwehr zu verstarken oder zu regulieren. Uber Zell-Zell-Interaktion oder
Zytokinsekretion konnen sie die Immunabwehr beeinflussen. Je nach Zytokinmilieu wéhrend des
Kontakts mit einem Antigen und der darauffolgenden Aktivierung differenzieren sich TuO-Zellen zu
Tul-Zellen, Tu2-Zellen oder Tul7-Zellen (Mosmann et al., 1986).

Tul-Zellen sind Vermittler der zellularen Immunantwort und aktivieren durch Ausschittung von IL-2,
TNF-a und IFN-y Makrophagen und CTLs (Andreasen et al., 2000; Stout et al., 1989; Wan, 2010).
Tu2-Zellen unterstiitzen die humorale Immunantwort durch Sekretion von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-
13 (Croft et al.,, 1991). Sie aktivieren naive B-Zellen zur Differenzierung in Plasmazellen und zur
Freisetzung von Antikérpern (Parker, 1993). Diese beiden T-Helferzellen sind Antagonisten und
hemmen nach eigener Aktivierung den anderen Zelltyp. Tul7-Zellen sind durch ihre IL-17-Sekretion
charakterisiert und haben wahrend der Inflammation eine wichtige Rolle (Harrington et al., 2005).

Nachdem die Infektion erfolgreich bekampft ist, klingt die Immunantwort ab und der Grof3teil der
Effektor-T-Zellen leitet die Apoptose ein, wahrend etwa 5% als T-Gedachtniszellen im Korper
verbleiben und das immunologische Gedéchtnis bilden. Die Gedachtniszellen sind langlebig und
kénnen zum Teil Jahrzehnte lang im Kdrper verbleiben. Bei einer Zweitinfektion und einem erneuten
Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen kdnnen T-Ged&chtniszellen ohne kostimulatorische Signale
direkt eine schnellere und effektivere Immunantwort auslésen und stellen so ein wesentliches
Merkmal der adaptiven Immunantwort dar (Harty et al., 2008).
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Abbildung 1: T-Zell-Antwort durch Impfung mit Peptiden und Adjuvans.
Peptid und Adjuvans werden intradermal oder subkutan injiziert. Es formt sich ein Depot, welches die Peptide
langsam aber kontinuierlich freigibt. Antigenprésentierende Zellen (APC) werden durch die Bindung der Peptide
an die MHC-Molekile aktiviert und stimulieren daraufhin CD8+ T-Zellen. Durch die drei Signale (Bindung TCR +
CD8 an MHC I-Peptid-Komplex, kostimulatorische Molekille CD28-CD80, Zytokine) wird die CD8+ T-Zelle
aktiviert und differenziert sich aus. Modifiziert nach (Ghosh, 2020).

Aufgrund der Verschiedenheit unterschiedlicher maligner Zellen und wegen des ausgepragten
Polymorphismus der HLA-Gene sind diese prasentierten Peptide in jedem Menschen anders.
Peptidvakzine sollen den Mechanismus der Antigenprozessierung, -prasentation und Aktivierung der
Effektorzellen gegen Krebszellen auslésen und diese bekédmpfen. Bei der Immuntherapie mit
Peptidvakzine handelt es sich um eine aktive Immunisierung. Es wurden bereits einige Studien mit
Peptidvakzinierung zu verschiedenen Tumorarten durchgefihrt (Walter et al., 2012). Dabei werden
synthetische Peptide verwendet, die spezifisch fir den zu behandelten Tumor und einfach
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herzustellen sind (Van Poppel et al.,, 2009). Die Peptide sollten immunogen sein und auf natrlich
prasentierten HLA-Liganden basieren (Boon et al., 1995; Disis et al., 2002).

Durch die Impfung mit mehreren Peptiden fir unterschiedliche HLA-Allotypen kann die Immunogenitét
erhoht werden, da der Tumor nicht die Mdglichkeit hat jedes einzelne Antigen herunter zu regulieren
(Sampson et al., 2010; Slingluff, 2011). Peptidvakzine werden in der Regel intradermal oder subkutan
injiziert und binden dort an die HLA-Molekule von in der Haut residierenden DCs (Steinman, 2012).
Diese migrieren zu den Lymphknoten und koénnen in aktiviertem Zustand spezifische T-Zellen
aktivieren und eine CD8 und CD4 T-Zellantwort auslésen. Dadurch kann der Tumor spezifisch vom
eigenen Immunsystem bekampft werden. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass einzelne Peptide im
Korper rascher enzymatisch abgebaut werden als ganze Proteine. Die Impfungen werden mit
verschiedenen Immunmodulatoren, Adjuvantien, kombiniert (Walter et al., 2012). Dass mit dieser
Strategie T-Zell-Antworten gegen Krebszellen nachgewiesen werden kdnnen, zeigen verschiedene
Studien mit Vakzinpeptiden (Hilf et al., 2019; Loffler et al., 2016; Walter et al., 2012). Die Verwendung
von verschiedenen Antigenen als Impfstoffe gewinnt immer mehr Popularitét fur die Entwicklung von
Krebs-Immuntherapien.

1.2.2 Individualisierung der Krebs-Immuntherapie

Die Intensitat der Individualisierung einer Krebs-Immuntherapie auf einen Patienten kann in drei
Ebenen eingeteilt werden (Britten et al., 2013). Der am wenigsten personalisierte Ansatz ist in
Abbildung 2 als Stratifikation (a) bezeichnet. Dabei werden die Tumorentitdten der einzelnen
Patienten auf bestimmte Biomarker hin untersucht. Nur die Patienten die den bestimmten Biomarker
aufweisen, bekommen das Therapeutikum verabreicht (Ja/Nein-Entscheidung). Im Zusammenhang
mit Tumorvakzinen wirde es dabei einen definierten, fertig hergestellten Peptidcocktail fur eine
bestimmte HLA-Restriktion geben, welcher nur den Patienten injiziert werden wurde, die diese HLA-
Restriktion aufweisen. Etwas mehr Individualitét ist bei der passiven Personalisierung (b) gegeben.
Dabei gibt es nicht nur ein Therapeutikum, sondern verschiedene. Es werden dem Patienten zum
Beispiel autologe dendritische Zellen entnommen, ex vivo mit Antigenen aktiviert und dem Patienten
wieder zugefihrt (adoptiver Zelltransfer). Hierbei bleibt jedoch ungewiss, welche Antigene prasentiert
werden.

Die individualisierteste Therapiemoglichkeit stellt die aktive Personalisierung (c) dar. Dafir wird der
Tumor von jedem Patienten genau analysiert (Genomics/Peptidomics). Jeder Patient bekommt ein auf
ihn individuell zugeschnittenes Therapeutikum.
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Abbildung 2: Méglichkeiten der individuellen Behandlungen in der Krebsimmuntherapie.

(a) ,Stratifikation“ Einteilung von Patienten je nach Expressionsmuster von Biomarkern und Behandlung der
selektierten Patienten mit einem Medikament unverénderlicher Zusammensetzung (invariant drug products (DP)).
(b) ,Passive” Personalisierung basierend auf der Behandlung von Patienten mit einmalig zusammengesetzten
Medikamenten mit vom Patienten stammende Komponenten und entsprechender intrinsischer Varianz (Variant
DP). (c) ,Aktive* Personalisierung basierend auf Biomarker-Ergebnissen, die die Zusammensetzung des
Medikaments begriinden; Medikamente sind variabel je nach Individualitdt des Patienten zusammengestellt
(Variant DP) (Britten et al., 2013).
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Fur die Peptidvakzinierung lasst sich diese Ebene noch einmal unterteilen. Beim sogenannten
Warenhausprinzip wird fir eine bestimmte Tumorentitét und ausgewdahlte HLA-Typen eine Auswabhl
der haufigsten Antigene zusammengestellt und nur diese auf Vorrat hergestellt. Je nach Ergebnis der
Tumoranalyse werden die identifizierten Antigene aus dem Warenhaus ausgewahlt und zu einem
Cocktail vereint. Dabei kann es jedoch vorkommen, dass mehrere Patienten aufgrund der limitierten
Anzahl der vorhandenen Antigene denselben Cocktail verabreicht bekommen. Eine weitere
Mdglichkeit ist die Produktion von individuellen Antigenen, die bei der jeweiligen Tumoranalyse der
Patienten identifiziert werden. Diese Antigene werden passend zu dem HLA-Typ des jeweiligen
Patienten ausgewahlt und zu einem Cocktail zusammengestellt. Dabei ist die Zusammenstellung bei
jedem Patienten aufgrund der Vielfalt an Antigenen und HLA-Kombinationen individuell. Im Vergleich
zum Warenhaus missen die Antigene allerdings erst produziert werden, wodurch sich der
Therapiebeginn entsprechend verzdgert.

Je personalisierter die Therapie, umso héher ist der Therapieerfolg einzuschatzen, da beispielsweise
bei der Peptidvakzinierung keine unpassenden und damit unwirksamen Peptide verabreicht werden,
die im schlimmsten Fall die Wirkung der passenden Antigene unterdriicken.

Eine patientenindividuelle Multipeptidvakzinierung basierend auf Mutationsanalysen bzw.
massenspektrometrischen Analysen hat bei Patienten mit Glioblastom gezeigt, dass ein solches
Vorgehen prinzipiell mdglich ist. In dieser Studie wurden nach mehrmaligen Injektionen starke
vakzinspezifische T-Zell-Antworten nachgewiesen (Hilf et al., 2019).

Aufgrund der Patientenspezifitat und der dadurch personalisierten Therapie sind die
Herstellungskosten der Arzneimittel mit synthetischen Peptiden relativ hoch. Eine solche
Immuntherapie kann nur bei Krankheiten eingesetzt werden, die keinen rapiden Verlauf haben, da es
einiger Zeit bedarf, einen personalisierten Vakzinpeptidcocktail herzustellen. Um eine effektive
Immunantwort zu erzeugen, muissen Vakzinpeptidcocktails mit Adjuvantien appliziert werden
(Aucouturier et al., 2002).

1.2.3 Herstellung von Vakzinpeptidcocktails unter GMP-Bedingungen

GMP (Good Manufacturing Practice), was fir gute Herstellungspraxis steht, sichert wahrend des
gesamten Herstellungsprozesses eine gleichbleibende Qualitat des Produkts und damit die
pharmazeutische Sicherheit fir den Patienten. Unter einer Produktion mit GMP-Bedingungen wird die
Summe der MalRnahmen verstanden, die die Qualitétssicherung und Kontrolle eines Arzneimittels
oder Wirkstoffs darstellen.

Diese Qualitatsanspriiche mussen wahrend der Produktionsabldaufe und bei der Arbeitsumgebung,
Verarbeitung, Verpackung und Lagerung von Arzneimitteln und Wirkstoffen eingehalten werden. Um
die Sicherheit des Patienten zu gewabhrleisten, hat die Europdische Kommission in den Grundsatzen
und Leitlinien der guten Herstellungspraxis, dem EU-GMP Leitfaden, die entsprechenden
Anforderungen formuliert. Teil 1 des Leitfadens richtet sich an die Arzneimittelherstellung, Teil 2 an die
Herstellung von Wirkstoffen. Bereits 1962 wurde der Begriff ,GMP*“ gepragt und 1968 wurden die
ersten WHO-GMP-Grundregeln veréffentlicht.

In Deutschland ist in der Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung (AMWHYV) die Anwendung
der Guten Herstellungspraxis bei der Herstellung von Arzneimitteln und Wirkstoffen geregelt. Dabei
werden die GMP-Anforderungen durch die staatlichen Arzneimittelbehdérden Uberwacht. In
Deutschland erfolgt diese in Verantwortung der Bundeslander. In der Regel ist das
Regierungsprasidium oder die Bezirksregierung dafur zustandig (AMWHY, 2006, zuletzt geéandert
09.08.2019)

Dies ist auch fir klinische Prifungen der Fall, in welchen Vakzinpeptidcocktails derzeit ausschlief3lich
angewendet werden durfen. Die Herstellung eines Vakzinpeptidcocktails folgt festgelegten
Anweisungen (Standard Operation Procedures, SOP) mit kontinuierlicher Dokumentation, um eine
luckenlose Nachvollziehbarkeit zu gewéhrleisten. Dabei ist die Herstellung in die kontrollierten Schritte
der Peptidherstellung und der Sterilabfillung des Cocktails aufgeteilt. Diese werden wahrend des
gesamten Herstellungsprozesses durch Inprozess- und Endproduktkontrollen auf eine gleichbleibende
Qualitat des Produkts hin Gberprift. Sehr viele durch zum Beispiel Tumoranalytik festgelegte
Peptidsequenzen kdnnen heutzutage durch Festphasensynthese in der erforderlichen Qualitat
produziert werden. GemaR der allgemeinen Monographie im Européischen Arzneibuch mussen fir die


https://www.gmp-navigator.com/guidelines/gmp-guideline/eu-gmp-leitfaden-teil-i-gmp-fuer-arzneimittel
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pharmazeutischen Zubereitungen verschiedene Qualitatsmerkmale kontrolliert werden. Bei samtlichen
Wirkstoffen sind die Parameter, mit welchem das Endprodukt deklariert wird, unerlasslich. Dazu
zéhlen die Identitat, Reinheit und der Gehalt (Ph.Eur.9.0, 2017) Zur Bestimmung dieser
Qualitdtsmerkmale mussen entsprechende Analytikmethoden fir die verschiedenen Wirkstoffe
geeignet sein. In Bezug auf Peptide als Wirkstoffe kénnen alle drei Parameter mittels analytischer
HPLC abgedeckt werden. Die Eignung der analytischen Methode wird dabei durch eine Validierung
Uberprift und bestétigt.

1.2.4 Adjuvantien

Die Bezeichnung Adjuvans leitet sich vom lateinischen Wort ,adjuvare" ab, was helfen und
unterstitzen bedeutet. Adjuvantien sind Komponenten, welche selbst nicht als Antigen wirken aber die
Immunogenitat durch Stimulation von Antigen préasentierenden Zellen erhdhen. Vakzinpeptidcocktails
bendtigen dabei eine Zugabe von Adjuvantien um nicht nur spezifisch, sondern auch effektiv zu sein
und eine starke Immunantwort auslésen zu kénnen (Ada et al., 1986; Slingluff, 2011; Speiser et al.,
2005). Bisher existierende Adjuvantien sind in ihrer Verfigbarkeit oder Effizienz fir Peptidimpfungen
limitiert.

Die Wirkungsweise von Adjuvantien beruht dabei auf unterschiedlichen Mechanismen. Adjuvantien
wie Aluminiumhydroxid oder Freunds Adjuvans kdnnen einen sogenannten Depot-Effekt bewirken,
welcher dazu fuhrt, dass die biologische und immunologische Halbwertszeit verlangert wird, indem die
Antigene langsam und kontinuierlich freigesetzt werden und durch Bindung an PRRs die APCs
aktivieren (Shirodkar et al., 1990). Adjuvantien kénnen auch die Prozessierung und Prasentation
durch APCs férdern oder eine gesteigerte Produktion immunmodulierender Zytokine induzieren und
damit die T-Zell-vermittelte Immunantwort fordern (Lindblad et al., 1997; Mosmann et al., 1989). Durch
Mischung von Peptiden mit dem Adjuvans kann eine stabile Emulsion geformt werden, welche einen
Depot-Effekt auslost (Ghosh et al., 2020). Beispiele fir immunologische Emulsionsadjuvantien sind
Aluminiumsalze, MF59 (Mikrofluidisierung, Ol-in-Wasser-Emulsion), incomplete Freunds Adjuvans
(Wasser-in-Ol-Emulsion) oder Montanide ISA™51 (Wasser-in-Ol-Emulsion) (Aucouturier et al., 2002;
Ghimire et al., 2012; Kenter et al., 2009; Singh et al., 1999).

Bereits 1926 wurden die ersten adjuvanten Wirkungen von beispielsweise Aluminiumhydroxid in
Diphterie-Vakzinen beschrieben (Glenny et al., 1926). In den dreiBiger Jahren entwickelte Freund die
Formulierung, die bis heute zu den starksten Adjuvantien zahlt (Freund et al., 1937). Das komplette
Freunds Adjuvans (CFA) besteht aus Mineraldl (Paraffindl), welches die Depotwirkung gewahrleistet,
hitzeinaktivierten Mykobakterien, die fir die starke Anregung des Immunsystems verantwortlich sind,
und Mannidmonooleat (Arlacel A) als Emulgator, um die Wasser-in-Ol-Emulsion stabil zu halten. Fiir
humane Zwecke ist es nicht einsetzbar, denn es wurden in Tierversuchen erhebliche Nebenwirkungen
in Form von Entziindungsherden, Abszessen und Granulomen beobachtet. Auch in Tierversuchen ist
die Verwendung von CFA nur dann zu vertreten, wenn seine starke immunstimulierende Wirkung
wirklich notwendig ist. Eine intraventse Applikation kann zum Tod von Versuchstieren fihren (Nicklas
et al., 1997). Das inkomplette Freunds Adjuvans (IFA) verzichtet auf die Zugabe von Mykobakterien,
wodurch die Nebenwirkungen reduziert werden. Die erste Peptidimpfung mit IFA in Mausen erfolgte
mit einem 15 AS langem Peptid (RPQASGVYMGNLTAQ), welches ein T-Zell-Epitop des
Zellkernproteins des Lymphozytaren Choriomeningitis-Virus (LCMV) reprasentiert. Dabei konnte eine
spezifische zytotoxische T-Zell-Antwort gegen LCMV mit weniger Nebenwirkungen induziert werden
(Aichele et al., 1990)

Das humane a&aquivalent Montanide ISA™51 (Incomplete Seppic Adjuvant, ISA) besteht aus
Mannidmonooleat pflanzlichen Ursprungs und hoch aufgereinigtem Mineraldl und wird heutzutage fir
therapeutische Impfungen verwendet. Es ist ein wirksames Adjuvans und erhdht bei einer Mischung
von Antigen mit Montanide ISA™51 im Verhéltnis 1:1 die zytotoxische T-Zell-Antwort. Klinische
Studien mit HIV-Peptiden und Montanide ISA™51 (Graham et al, 2010) und Malaria-
Oberflachenproteinen und Montanide ISA™51 (Wu et al., 2008) zeigten lokale und systemische
Nebenwirkungen, wie Schwellungen und Rétungen um die Einstichstelle und erhdhte Temperatur.
Allgemein wird Montanide ISA™51 aber gut toleriert (Feyerabend et al., 2009; Loffler et al., 2016;
Rausch et al., 2019).

Ein anderes populares Adjuvans ist der granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF),
welcher schon in einer Vielzahl an klinischen Studien eingesetzt wurde. Das Zytokin rekrutiert und
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aktiviert APCs an der Injektionsstelle. In den meisten Studien sind die Effekte allerdings recht
schwach und die induzierte T-Zell Antwort nicht effektiv (Hoeller et al., 2016). In manchen Studien
zeigt die Zugabe von GM-CSF zu in Montanide emulsierten Peptiden keine gesteigerte Immunantwort
im Vergleich zu Montanide alleine (Slingluff et al., 2009). Dabei unterstitzen geringe Dosen an GM-
CSF die Immunantwort, wobei hohe Dosen (> 100 pg) die T-Zell-Funktion inhibieren kann (Parmiani et
al., 2007).

Moderne Adjuvantien fir Impfstoffe ermdglichen die Aktivierung von spezifischen APCs durch
Induktion verschiedener TLRs. Der TLR1/2 kann durch XS15, TLR3 durch poly-ICLC (Hiltonol), TLR4
durch monophosphorytisches Lipid A (MPLA), TLR7 durch Imiquimod und TLR9 durch CpG-
beinhaltende Oligonucleotide induziert werden (Baumgaertner et al., 2012; Black et al., 2010;
Rammensee et al., 2019).

Auch eine Kombination von Adjuvantien, wie beispielsweise XS15 mit Montanide ISA™51, ist mdglich
und kann zu starken Immunantworten filhren (Rammensee et al., 2019).

Das erste bakterielle Lipoprotein, das sogenannte Braun's Lipoprotein, wurde vor mehr als 30 Jahren
von V. Braun aus Escherichia coli isoliert und charakterisiert. Dabei wurde die Stimulation der
Proliferation von murinen B-Zellen und Makrophagen durch isoliertes Lipoprotein gezeigt (Braun,
1975; Melchers et al., 1975). Durch weiterfuhrende Forschungen folgte die Synthese eines Analogons
des E. coli Lipoproteins, welches eine dem natirlich vorkommenden Lipoprotein gleichwertige
Aktivierung von B-Zellen, T-Helferzellen und T-Killerzellen aufweist (Bessler et al., 1985; Wiesmdller
et al., 1992). Trotz intensiver Untersuchungen blieb lange Zeit unklar, tber welchen Mechanismus die
Lipopeptide die vermittelte Immunantwort auslésen. Erst die Entdeckung des Toll-Rezeptors
(Anderson et al., 1985) und spater der Toll-like-Rezeptoren (TLR) mit der Verbindung zum adaptiven
Immunsystem (Medzhitov et al., 1997) ermdglichten ein tieferes Verstdndnis. 1997 zeigten C.
Janeway und R. Medzhitov, dass ein Toll-Like-Rezeptor, wenn er kinstlich an entsprechende
Antikdrper gebunden wird, bestimmte Gene aktivieren kann, die fur eine adaptive Immunantwort notig
sind (Medzhitov et al., 1997). Die Zuordnung der Lipopeptide und Lipoproteine zu den Liganden des
TLR2 erklarte die Wirkungsweise der Lipoproteine (Takeuchi et al., 1999). TLR2 erkennt seine
Liganden, in dem es entweder mit TLR1 oder TLR6 ein Heterodimer formt. Die entstehenden
TLR1/TLR2- und TLR6/TLR2-Komplexe erkennen dabei Triacyl- bzw. Diacyllipoproteine. Die
Aktivierung von TLR2 fihrt dabei zur Ausschittung einer Reihe von Cytokinen. Die synthetischen
Analoga des Braun‘schen Lipoproteins fungieren zudem in vitro und in vivo als potente Immun-
Adjuvantien, wenn sie mit Antigenen kombiniert werden (Bessler et al., 1985; Bessler et al., 1990),
(Schlecht et al., 1989).

Bereits 1989 konnte ein Verbund Tlbinger Forscher zeigen, dass T-Zellen der Maus mit einem
Lipopeptid-Konjugat gegen spezifische Epitope (Peptide) aus Viren effizient aktiviert werden kénnen
(Deres et al., 1989): Dabei wurde eine Peptidsequenz aus Influenza an das Lipopeptid PamsCys-Ser-
Ser gekoppelt und intraperitoneal injiziert (siehe Abbildung 3).

¢ CD-Ser-Serl-T—Y-&-R—T-R—A-L-V-T-E

AAN !
CH,-CH - CH, CH,-CH Influenza nucleaprotein
0 0 1:JH peptide

£-0 C=0 00 NP 147-158 (R-)
3
> >

Lipotripeptide P,CSS

Abbildung 3: Darstellung des Lipopeptids PsCSS mit angekoppeltem Influenza-Peptid.
Ein 11 AS langes Peptid aus dem Influenza-Zellkernprotein wurde an P3CSS kovalent gekoppelt (Deres et al.,
1989).
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Durch die Kopplung von viralen Peptiden (VP1-Segmente) konnte bei Meerschweinchen ein
vollstdndiger Schutz gegen die Fuf3-Mund-Krankheit (FMD) erzeugt werden. Hierbei konnten
spezifische virusneutralisierende Antikdrper nach der Impfung detektiert werden (Wiesmdiller et al.,
1989). Lipopeptide wurden in Mausen, Hasen und anderen Spezies erfolgreich als Immun-Adjuvantien
getestet. Sie sind nicht toxisch, nicht fiebererzeugend und induzieren keine Gewebeschaden, wenn
sie injiziert werden. Lipopeptide mit Epitopen gekoppelt zeigten in vivo hohe spezifische Antikdrpertiter
bzw. induzieren CTL, welche die virusinfizierten Zellen eliminierten (Bessler et al., 1992; Schild et al.,
1991). Klinische Studien mit PamsCys-Konjugaten wurden im Zusammenhang mit Borreliose und
Malaria im Menschen durchgefiihrt (Steinhagen et al.,, 2011). Dabei wurde ein Impfstoff gegen
Borreliose (Borrelia burgdorferi) getestet. PamsCys ist hier an das Uber 200 AS lange
Oberflachenprotein A (OspA) von B.burgdorferi kovalent gebunden wodurch Antikérperentwicklungen
gegen das Epitop beobachtet werden konnten (Nigrovic et al., 2007; Steere et al., 1998).

AuRBerdem wurde PamsCys als Adjuvans in Kombination mit einem Peptidkonstrukt gegen Malaria
getestet. Das Peptidkonstrukt T1BT enthalt dabei B-Zell-Epitope und T-Zell-Epitope von P. falciparum.
Es entwickelten sich nach drei Impfungen bei allen gesunden Freiwilligen (n=10) peptidspezifische
Antikorper (Nardin et al., 2001; Nardin et al., 2000).

Diese klinischen Studien zeigen, dass Impfungen mit Lipopeptiden generell sicher sind. Lokale
unerwinschte Ereignisse waren einzelne Rotungen oder Schwellungen an der Injektionsstelle, welche
sehr mild ausfielen und nach wenigen Tagen wieder verschwunden waren. Es konnten keine
hypersensitiven Reaktionen beobachtet werden (Sigal et al., 1998).

Die meisten PamsCys-Konjugate sind allerdings nicht wasserloslich, schwierig aufzureinigen,
anspruchsvoll fir eine GMP-Produktion und deshalb nicht fur personalisierte klinische Impfungen in
der Krebstherapie geeignet. AulBerdem soll es nicht toxisch sein und effektiv T-Zellen induzieren, die
spezifisch fur Peptide, welche nur zugegeben und nicht kovalent gebunden werden, sind. Deswegen
wurde das synthetisches Lipopeptid XS15 entwickelt, welches wasserldslich, einfacher herzustellen,
aufzureinigen und fir GMP-Zwecke geeignet ist (Gouttefangeas et al., 2018).

XS15 ist ein synthetisch hergestelltes Lipopeptid mit der vollstdndigen Bezeichnung Palmitoyl-
Cys((R)-2,3-di(palmitoyloxy)-propyl)-Gly-Asp-Pro-Lys-His-Pro-Lys-Ser-Phe-OH Hydrochlorid.
Grundlage ist ein PamsCys, welches dem N-Terminus des Braun‘schen Lipoproteins von E. coli,
hinterlegt in der Datenbank UniProtKB/Swiss-Prot (www.uniprot.org) Release 2019 01 unter der
Accession No. P69776 oder LPP_ECOLI, entspricht. Der Molekulteil Gly-Asp-Pro-Lys-His-Pro-Lys-
Ser-Phe (GDPKHPKSF) dient der Verbesserung der Wasserloslichkeit der amphiphilen Verbindung.
Die Sequenz ist von dem Lipopeptids Lp44 in Mykoplasma salivarium abgeleitet (Gouttefangeas et al.,
2018; Shibata et al., 2000). Sie ist nicht in der Datenbank UniProtKB/Swiss-Prot hinterlegt. Lp44 ist
ein zweikettiges Lipopeptid mit der gemutmalten Sequenz GDPKHPKSFTEWYV. Mykoplasma
salivarium ist ein sehr kleines Bakterium, bewohnt nur als Kommensale den Rachenraum und nutzt
den Menschen, indem es sich von den Nahrungsruckstanden ernahrt, als Wirtsorganismus zu seinen
eigenen Gunsten aus, schadet ihm jedoch nicht. Es verursacht keine Krankheiten, ist apathogen und
gehort zur natirlichen Bakterienflora. In vitro induziert XS15 die Reifung von dendritischen Zellen und
aktiviert verschiedene Untergruppen der Immunzellen.

XS15 ist ein Toll-like Rezeptor 2/1-Ligand, welcher starke CD8- und CD4-T-Zell-Antworten gegen freie
kurze, in Montanide ISA™51 emulgierte Peptide nach einer einzelnen subkutanen Injektion im
Menschen auslost (Rammensee et al.,, 2019). Dabei konnte ex vivo in PBMCs eine starke T-Zell-
Antwort gegen die geimpften Peptide detektiert werden. Multifunktionale Impfstoff-spezifische T-Zellen
waren sowohl im an der Injektionsstelle entstandenen Granulom als auch im Blut tber ein Jahr
prasent. Die stimulierende Wirkung des wasserlslichen Derivats XS15 auf humane T-Zellen wurde im
letzten Jahr publiziert (Rammensee et al.,, 2019). Der Immunaktivator XS15 soll zukinftigen
Impfungen mit tumorspezifischen Peptiden zusatzliche Effizienz verleihen.


http://www.uniprot.org/
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1.3 HPLC
1.3.1 Grundlagen

Bei der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
handelt es sich um ein schnelles chromatographisches Trennverfahren, welches in der
biotechnologischen Industrie weit verbreitet ist. Komplexe Probengemische kénnen nicht nur in ihre
einzelnen Komponenten aufgetrennt und aufgereinigt, sondern auch ber Standards identifiziert und
quantifiziert werden.

Das zu trennende Gemisch wird mit Hilfe eines Lésungsmittelgemisches (mobile Phase) zu einer
Trennséaule (stationare Phase) gebracht und mittels Druck durch diese geleitet. Es wird unterschieden
zwischen der Normal- und Umkehrphasenchromatographie (Reversed Phase, RP).

Eine HPLC-Anlage, Abbildung 4, besteht aus einem Entgaser und einer oder mehreren Pumpen zur
Forderung des Laufmittels (Eluenten) durch die Anlage. Durch einen Mischer werden die
Lésungsmittel nach eingestelltem Mischverhéltnis vereint und weitergeleitet. Die Probe kann manuell
oder durch einen Autosampler injiziert werden und lauft meist zuerst tber eine Vorsaule und dann
durch die Trennséaule. Das Laufmittel beférdert die Probe durch einen Detektor zur Analyse und wird
dann entweder in den Abfall oder im Falle einer Weiterverwendung (praparative HPLC) in einzelne
SammelgefalBe (Fraktionssammler) geleitet. Die Signale des Detektors werden an ein
computergestitztes System zur Auswertung Ubermittelt. In modernen Anlagen sind alle Bestandteile
in einem Kompaktgerat vereint.

Eine Weiterentwicklung in der Leistungsféahigkeit stellt die UHPLC (Ultra High Performance Liquid
Chromatography) dar. Der Aufbau ist identisch zur HPLC, allerdings sind die Bestandteile auf sehr
hohen Arbeitsdruck ausgelegt. Dadurch koénnen Saulen mit geringerem Durchmesser und
PartikelgréRe verwendet werden, welche mit kleineren Probenmengen auskommen. Die Analysenzeit
kann deutlich reduziert werden.

% Injektor

(manuell / Autosampler) Trennséaule

{:‘. — ':': s ]~ Detektor --—» DE
( >V (1 [ ,,,,,,,,,,,,,,,,

orséaule
+ Pumpen

R Hillolli

W T Fraktionssammler

T T Abfal

Signalverarbeitung

Mischer

—
A
Y

-«

A B Losungsmittel

Abbildung 4 : Schematische Darstellung eines HPLC-Systems.

Die Losungsmittel werden aus VorratsgefaBen (ber den Entgaser zu den Pumpen befordert, je nach
eingestelltem Mischungsverhdltnis im Mischer vereint und weitergeleitet. Dabei beftrdert das Laufmittel die
Probe, die entweder manuell oder durch einen Autosampler in das System injiziert wird, zunachst meist Uiber eine
Vorsdule und im Anschluss Uber die Trennséule. Das Laufmittel wird im Anschluss fortlaufend durch einen
Detektor zur Analyse geleitet und dann entweder in den Abfall oder im Falle einer Weiterverwendung (préparative
HPLC) in einzelne SammelgefalRe (Fraktionssammler) geleitet. Die Signale des Detektors werden an ein
computergestiitztes System zur Auswertung tGbermittelt. Hier abgebildet ist ein Hochdruck-Gradientensystem. Bei
einem Niederdruck-Gradientensystem werden die Lésungsmittel Giber Ventile erst gemischt und dann Uber eine
Pumpe in das System gepumpt.
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Das Trennprinzip beruht auf den Wechselwirkungen des Analyten mit der flissigen und stationaren
Phase. Je nachdem wie stark diese miteinander interagieren und wie oft das Gleichgewicht zwischen
Binde- und Elutionsvorgang eingestellt wird (siehe 1.3.2, Bodenzahl), unterschiedet sich die
Wandergeschwindigkeit der Analyten durch die stationdre Phase (siehe Abbildung 5). Die
Hydrophobizitat der einzelnen Komponenten hat direkte Auswirkung auf deren Verweildauer, die
Retentionszeit, an der stationdren Phase. Die Grofl3e der Komponenten hat ebenso einen Einfluss auf
die Retentionszeit. Je kleiner sie sind, desto friher werden sie in die mobile Phase uberfihrt. Es ist
jedoch kein linearer Zusammenhang gegeben. Je nach Starke dieser reversiblen Wechselwirkung
verlassen die Komponenten im Optimalfall nach unterschiedlichen Zeiten die Trennsaule. Die
einzelnen Probenkomponenten werden anschlieBend vom Detektor registriert. Bei einem UV-Detektor
absorbieren die mobile Phase und Komponente das Licht unterschiedlich, wodurch sich ein
verandertes elektrisches Signal ergibt. Diese Differenz wird als Peak angezeigt. Je nach UV-
Absorptionsverhalten der Probe wird die Wellenldnge des eingestrahlten Lichtes ausgewahlit. Die
Bauart des UV/VIS-Detektoren basiert auf dem Prinzip des UV/VIS-Spektrometers. Er kann prinzipiell
alle Verbindungen detektieren, die im UV- oder im VIS-Bereich Licht absorbieren. Die Anzahl der
Peaks entspricht der Anzahl der aufgetrennten Probenkomponenten, die Fléche ist zu deren Menge
proportional (Lambert-Beer‘sches Gesetz).

Abbildung 5: Ablauf der analytischen Trennung innerhalb einer Saule
Die einzelnen Komponenten einer Probenmischung durchlaufen die S&ule aufgrund unterschiedlich starker
Wechselwirkungen verschieden schnell. Modifiziert nach (Meyer, 2009).

Bei der Normalphasenchromatographie besteht die Saule aus polarem Material und die mobile Phase
aus unpolarem Lésungsmittel. Dabei gehen polare Analyten starkere Wechselwirkungen mit der
stationéren Phase ein und eluieren dementsprechend spater als apolare. Die fur diese Arbeit und fur
Peptidanalytik allgemein verwendete Umkehrphasenchromatographie weist die umgekehrten
Eigenschaften der einzelnen Phasen auf.

Kieselgel ist die Grundlage fur zahlreiche chemisch modifizierte stationdre Phasen und ist an der
Oberflache mit OH-Gruppen, sogenannten Silanolgruppen, versehen. Diese wirken als adsorptive
Zentren und konnen durch gezielte chemische Modifikation mit z.B. unpolaren Resten versehen
werden.

Die am haufigsten verwendete stationdre Phase in der Umkehrphasenchromatographie weist
chemisch gebundenes Octadecylsilan (ODS) auf, hier sind die Silanolgruppen mit einer Cais-
Alkylgruppe verethert. Es sind aber auch Cs- und kiirzere Alkylphasen in Gebrauch. Die Modifizierung
der Silanolgruppen ist aus sterischen Griinden nur an der Oberflache des Kieselgels mdglich, weshalb
freie Restsilanole unvermeidbar sind (Berthod, 1991; Buszewski et al., 1998). Diese Restsilanole
fuhren mitunter zu ungewollten Wechselwirkungen zwischen dem Analyten und der stationarer Phase,
was zu ungenugender Trennleistung, Adsorption oder Peaktailing fihren kann. Der einfachste Ansatz
den Anteil der Restsilanole zu minimieren ist das sogenannte End-Capping. Dabei werden in einem
zweiten Schritt die verbliebenen freien Silanole mit kleinen Trimethylsilyl (TMS)-Gruppen verknupft
und die Hydrophobizitét des Saulenmaterials erhoht (siehe Abbildung 6).
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i—OH
o Silica-
Ii—OH Modifizierung - End-Capping »
—OH L AAAAANANS

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Silica-Modifizierung und des darauffolgenden End-Cappings.
Links: Silanolgruppen an der Oberflache von Kieselgel, Mitte: Modifizierung der Silanolgrupen mit Octadecyl-
Ketten, Rechts: Uiber End-Capping, gebundenes Trymethylchlorsilan https://mz-at.de/fileadmin/user_upload/hplc-
ReversePhasel.jpg (20.08.2020).

Die Trennung kann durch den Einsatz verschiedener stationdrer Phasen (S&ulenmaterial, Lange,
Durchmesser), Losungsmittelgemische (pH-Wert, Gradient), Flussraten oder die Temperatur
beeinflusst werden. Die Lange der Séaule ist entscheidend fiir die Trennfahigkeit, der Durchmesser fir
die Kapazitat sowie Sensitivitat. In einer langen Saule kénnen mehr Wechselwirkungen zwischen
Analyt und Saulenmaterial aufgebaut werden, wodurch eine bessere Trennung erzielt werden kann.

Kurze Schutzsaulen (Vorsaulen), welche vor der Trennséaule positioniert sind, dienen zum Schutz
derselben. Sie sind mit identischem stationdren Phasenmaterial wie die Hauptsaule gefiillt und sollen
Verunreinigungen und ungeldste Komponenten zurlickhalten. Sie beeintrachtigen nicht die
Trennleistung, sondern ermdglichen eine maximale Lebensdauer der Trennsdule sofern sie in
regelmaRigen Zeitabstanden ersetzt werden.

Das Laufmittel dient als mobile Phase und besteht in dieser Arbeit aus einem Wasser-Acetonitril-
Trifluoressigsaure-Gemisch. Acetonitril ist das am haufigsten verwendete organische Lésungsmittel
da es eine geringe Viskositat aufweist, fliichtig und transparent ist und dadurch kaum UV-Licht bei der
Detektion absorbiert. Fir die Analyse von Peptiden sind zusatzliche lonenpaarbildner in der mobilen
Phase notwendig, um die Ladungen zu maskieren (siehe Punkt 1.3.4).

Eine Substanz, die ohne sterische Hinderung in jede Pore des Fillmaterials der stationdaren Phase
hinein diffundiert, aber keine Wechselwirkungen mit dieser eingeht, wird als inert bezeichnet. Sie wird
unretardiert mit der mobilen Phase durch die Saule transportiert und meist als erster Peak detektiert.
Der erste Peak in Abbildung 7 entspricht dieser so genannten Inertsubstanz. Die Zeit, die eine inerte
Substanz von der Injektion bis zur Detektion bendtigt, wird als Durchflusszeit oder Totzeit tO
bezeichnet und ist eine stoffunspezifische GroRRe. Sie wird nur von physikalischen Faktoren wie der
Saulenlange, dem Innendurchmesser, der Packungsdichte und dem Fluss beeinflusst. Analog dazu
wird das zugehorige Volumen als sog. ,Totvolumen® VO der Saule bezeichnet. Die stoffspezifische
Retentionszeit (RT, tr) dagegen ist die Gesamtzeit eines Analyten von der Injektion bis zur Detektion.
Sie wird von Faktoren, die Auswirkungen auf die Wechselwirkung haben wie die stationare und mobile
Phase, Temperatur und Eigenschaft des Analyten beeinflusst. Die relative Retentionszeit (t'r), auch
Nettoretentionszeit, ist die Differenz aus Retentionszeit tr und Totzeit to. Sie entspricht also der Zeit, in
der sich ein Analyt in der stationdren Phase aufhalt. RetentionsgréRen werden im Chromatogramm
immer dort bestimmt, wo die héchste Probenkonzentration gemessen wird: bei der Peakspitze (vgl.
Abbildung 7).

Eine Gradientenelution bietet unter anderem die Mdoglichkeit, komplexe Probengemische mit
unterschiedlichen Polaritdten aufzutrennen, wahrend bei einer isokratischen Trennung die
Elutionskraft der mobilen Phase zeitlich unveréndert bleibt. Durch einen Gradienten wird die
Eluentenzusammensetzung im Laufe einer Trennung kontinuierlich von einem schwachen bis zu
einem starken Eluenten hin veréndert. Das Probengemisch wird in eine mobile Phase mit einer
schwachen Elutionskraft injiziert. Durch die Erhéhung der Elutionsstérke wird schlief3lich eine kritische
Eluentenzusammensetzung erreicht, bei der die Affinitdt der einzelnen Probenkomponenten zur
mobilen Phase grol3er wird als zur stationdren Phase. Die Komponenten werden nach und nach in die
mobile Phase uberfiihrt (Desorption). Eine chromatographische Trennung ist dann erfolgreich, wenn
es gelingt, die einzelnen Komponenten des zu trennenden Gemischs unterschiedlich schnell durch die

Trennstrecke (stationére Phase) wandern zu lassen (Kromidas et al., 2008).

Vorteile der Gradientenelution sind die kirzeren Analysezeiten, da viele Komponenten auf einmal
analysiert werden konnen, scharfere Peaks erreicht werden und die Option bietet, eine Art
Ubersichtsgradient verwenden zu kdnnen. Dies ist bei der Methodenentwicklung einer unbekannten
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Probe von entscheidendem Vorteil, um ein Gefuhl fur die Probe zu bekommen und zu sehen bei
welcher Eluenten-Zusammensetzung sie eluiert. Allerdings nimmt die Lebensdauer einer Séule durch
den Druckunterschied wahrend eines Gradienten ab und es ist schwierig Vorhersagen zu
Auswirkungen im Chromatogramm treffen zu kdnnen. Dementsprechend gibt es Schwierigkeiten bei
einem Methodentransfer.

In der analytischen HPLC wird der Reinheitsgrad bestimmt, der Probeninhalt analysiert und
guantifiziert. Dagegen wird bei der praparativen HPLC eine Isolierung und Aufreinigung von Stoffen
mit gewtlnschter Reinheit und maximaler Ausbeute durch geeignete Fraktionierung angestrebt.

1.3.2 Chromatographische Kenngréf3en

Aus einem Chromatogramm konnen viele Informationen, z.B. zur Charakterisierung eines Analyten
oder einer chromatographischen Saule, abgelesen und berechnet werden. Mit Hilfe von Referenzen
kénnen Aussagen uber die Identitat (Retentionszeit) und den Peptidgehalt (Peakflache) eines
Analyten getroffen werden. Die Reinheit und das Auftreten von Nebenprodukten kann durch den
jeweiligen prozentualen Peakflachenanteil abgelesen werden. Durch die Berechnung von KenngroRen
aus einem Chromatogramm werden Informationen (Uber die qualitative Glte einer
chromatographischen Analyse erlangt (siehe Abbildung 7). Diese werden auch fir die Uberpriifung
der Eignung chromatographischer Systeme (System Suitability Test) herangezogen und sind daher
beispielsweise im Europaischen Arzneibuch bzw. der US-Pharmakopte beschrieben. Durch die
KenngroRen  werden  Verdnderungen  sichtbar und  Vergleiche von  verschiedenen
chromatographischen Systemen mdglich. Sie werden auch fur die Optimierung einer Trennung
herangezogen.
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Abbildung 7: Chromatogramm und seine Kenngréen.
Die Abbildung zeigt die Informationen, welche aus einem Chromatogramm abgelesen und zum Berechnen der

KenngroRen verwendet werden koénnen. Dabei ist das Signal Uber die Zeit aufgetragen. Es sind zwei
Komponenten, welche auf der Basislinie aufliegen, zu sehen. Totzeit to, Retentionszeit tr, relative Retentionszeit

t'r, Peakhohe am Peakmaximum h, halbe Peakhohe % Peakhohe bei 5% hoos, Peakbreite w, Peakbreite auf
halber Peakhthe wr oder FWHM (Full Width at Half Maximum), Peakbreite bei 5% der Peakhdhe wo.os, Breite der

Peakvorderseite auf 5% der Peakhohe f. Modifiziert nach (Meyer, 2009).

Theoretische Bodenzahl N: Sauleneffizienz

Die theoretische Bodenzahl (Trennstufenzahl) N ist ein Mal3 fiir die Trennleistung einer Séule und
beschreibt die Anzahl der Gleichgewichtseinstellungen, der zu trennenden Substanz zwischen
stationarer und mobiler Phase, in der Saule. Ein Boden stellt dabei den Teil der S&aule dar, in dem sich
das Verteilungsgleichgewicht zwischen Binde- und Elutionsvorgang eingestellt hat. Je grol3er die
Bodenzahl ist, umso héher ist die Trennleistung der Saule (Meyer, 2009; USP, 2014).

13



Einleitung

Die Bodenzahl ist dimensionslos, wird aber haufig in Béden pro Meter angegeben.

L tr)\2 te \’
N=—=16<—) = 5.54
H w <wh/2> (1.1

mit L&ange der Trennsdule L, Bodenhthe H, Retentionszeit tr , Basisbreite eines Peaks w und
Peakbreite auf halber Peakhdhe whya.

Die Bodenzahl kann durch Verlangern der Trennséaule oder Verkleinern der Bodenhéhe H durch z.B.
kleinere Teilchen des Saulenmaterials erhdht werden. Fir eine hohe Trennstufenzahl ist es
notwendig, dass die Diffusionswege in den Poren der stationdren Phase kurz sind. Kleine Partikel
ergeben niedrigere Trennstufenhéhen und damit eine hohere Trenneffizienz. Je grof3er die Bodenzahl
N ist, desto effizienter ist die Trennleistung einer Saule (Meyer, 2009). Die Bodenzahl ist auch ein
MaRR fir die Bandenverbreiterung einer Substanz in einer HPLC-Anlage aufgrund von
Diffusionsvorgéngen. Je geringer die Diffusion der gleichartigen Probenmolekile auf dem Weg von
der Injektion bis zur Detektion (Wanderungsgeschwindigkeit), umso schmaler der Peak, umso héher
die Bodenzahl und umso effizienter trennt das System Komponenten auf (Kromidas et al., 2008).

Durch die Bandenverbreiterung besteht eine Abhéangigkeit der Bodenzahl von der Retentionszeit tr
und damit auch der Peakbreite w. In der Formel 1.1 ist diese Abhangigkeit von der Peakbreite und
Retentionszeit dargestellt. Die Berechnung mit der Peakbreite auf 50% der Peakhdhe (wnz) ist
genauer und wurde in dieser Arbeit verwendet. Die Gleichungen ergeben nur dann korrekte Resultate,
wenn der Peak eine Gaul3-Form besitzt (Foley et al., 1983). Ungtinstige Peakformen, z.B. Tailing oder
Fronting, fihren zu niedrigen Werten (Warren et al., 1984) .

Die Bodenzahl ist von vielen verschiedenen Parametern abhangig, wie z.B. von dem zu trennenden
Substanzgemisch, dem Injektionsvolumen, dem Totvolumen, der Viskositat des Eluenten, der
Temperatur, der TeilchengrofRe, der Packungsqualitdét und der Léange der S&aule. Deshalb ist ein
Vergleich von Bodenzahlen zweier S&ulen nur dann aussagekraftig, wenn all diese Parameter
Ubereinstimmen (Meyer, 2009).

Theoretische Bodenhdhe H: Trennleistung

Die theoretische Bodenhthe (Trennstufenhdhe) H ist die Hohe zwischen zwei theoretischen Bbdden
oder anders formuliert, die Strecke, auf der sich beim FlieBen der mobilen Phase das
chromatographische Gleichgewicht zwischen stationarer und mobiler Phase einmal einstellt (Meyer,
2009). Sie wird folgendermaf3en berechnet:

o L L (W)Z
TN 16 \ty (1.2)

mit Lange der Trennsaule L, Bodenzahl N, Retentionszeit tr und Basisbreite eines Peaks w.

Die Effizienz und Trennleistung einer Saule ist umso besser, je hdoher die Bodenzahl und je kleiner die
Bodenhohe (dadurch mehr theoretische Bdden) ist, da schmalere Peaks entstehen (Meyer, 2009). H
kann dabei durch z.B. kleinere Teilchen, verringert werden.

Peaksymmetriefaktor oder Tailing-Faktor T

Der Symmetriefaktor eines Peaks sagt aus, wie gut seine Form der Idealform eines
chromatographischen Peaks, der Gauld¥’'schen Glockenkurve, angendhert ist. Betragt der
Symmetriefaktor den Wert 1, liegen symmetrische Peaks und damit die Idealform vor. Es wird
zwischen Peaks mit Tailing und Fronting unterschieden. Im Falle eines Tailings ist der Peakabfall
flacher als der Anstieg (T > 1), beim Fronting, welches wesentlich seltener vorkommt, verhélt sich die
Symmetrie umgekehrt (T < 1).

Er wird nach der im europédischen Arzneibuch enthalten Formel mit der Peakbreite in 5% der
Peakhthe (wo.05) bestimmt.

Wo.05

T= = (1.3)

mit Peakbreite auf 5% der Peakhohe wo.0s5, Breite der Peakvorderseite auf 5% der Peakhohe f.
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Retentionsfaktor k: Kapazitat

Der Retentionsfaktor k (friiher: Kapazitatsfaktor k') definiert das Verhdltnis der Aufenthaltszeit eines
Analyten in der stationéaren Phase und der mobilen Phase. Er dient als Mal3 fur die Tendenz sich
bevorzugt in der einen oder anderen Phase aufzuhalten.

Er ist unabhéngig von den Saulendimensionen und der Flie3geschwindigkeit der mobilen Phase und
abhangig von der stationaren und mobilen Phase, sowie der Temperatur. Er stellt somit ein Mal3 fur
die Starke der Wechselwirkungen des Analyten mit dem Saulenmaterial dar (Kromidas, 2014).

Der Retentionsfaktor k ist der Quotient aus der Nettoretentionszeit t'r (Aufenthaltszeit an der
stationaren Phase) und der Totzeit to (Aufenthaltszeit in der mobilen Phase):

R tR— to
to to (1.4)

mit relative Retentionszeit t'r, Totzeit to und Retentionszeit tr.

Um zwei Stoffe voneinander trennen zu kénnen, mussen die jeweiligen k-Werte entsprechend
unterschiedlich sein. Sind die k-Werte zu klein, kann die Auftrennung aufgrund zu geringer
Wechselwirkungen zwischen Substanz und stationérer Phase, ungentigend sein. Grol3ere k-Werte
bedeuten groRe Retentionszeiten und damit lange Analysenzeit. Retentionsfaktoren zwischen 1.5 und
5 sind optimal.

Der Retentionsfaktor ist allerdings beim Gradienten nicht konstant. Er ist am Anfang sehr grof3, da die
Substanzen bei z.B. 95% Wasser/AcN-Gemisch am Anfang der stationdren Phase ,kleben®, im Laufe
der Trennung kleiner werdend und am Ende des Gradienten sehr klein. Bei 90 oder 100% AcN haben
die Substanzmolekille kaum eine Chance sich auf der stationaren Phase aufzuhalten (Kromidas,
2014).

Um Trennungen eines Gemisches zwischen verschiedenen Geréten oder Laboratorien miteinander
vergleichen zu koénnen, wird daher der Retentionsfaktor k genutzt. Allerdings ist ein Vergleich nur
unter isokratischen Bedingungen sinnvoll.

Trennfaktor a: Selektivitat

Ein Mal} fur die Selektivitat eines chromatographischen Trennsystems ist der Trennfaktor a, auch
Selektivitatsfaktor genannt. Er beschreibt das Verhéltnis der Aufenthaltszeit der Substanzen in der
mobilen und stationdren Phase, und damit die Fahigkeit einer Methode, zwei Stoffe voneinander zu
trennen. Er ist &hnlich dem k-Wert unabhéangig von den S&aulendimensionen und dem Fluss. Die
Analyten werden Uber verschiedene Wechselwirkungen unterschiedlich stark an der stationéren
Phase zuriickgehalten. Der Trennfaktor a, und damit die Wechselwirkungen, lassen sich durch die
Eigenschaften der Oberflachenchemie der stationdren Phase, der Zusammensetzung der mobilen
Phase, der Molekdlstruktur der Analyten und der Temperatur beeinflussen.

Go Rz _ ke
t’Rl k1 (1'5)

mit der relativen Retentionszeit der schneller eluierenden Substanz t'ri, relative Retentionszeit der
langsamer eluierenden Substanz t're, Retentionsfaktor der schneller eluierenden Substanz ki und
Retentionsfaktor der langsamer eluierenden Substanz k.

ki und k2 sind dimensionslose Retentionsfaktoren, die das Retentionsverhalten der Substanzen
beschreiben. a = 1 bedeutet, dass fur dieses chromatographische Trennsystem die Retentionszeiten
der Substanzen identisch sind und eine Trennung nicht mdglich ist. a > 1 ist die Voraussetzung fur
eine Trennung zweier Substanzen und bei einem Wert von a > 1.5 sind die Substanzen meist
basisliniengetrennt. Je gréRRer der Retentionszeitunterscheid zweier Komponenten, desto selektiver ist
das System.

Der Trennfaktor gibt aber keine Information Uber die Peakform, sondern nur Uber die Lage eines
Peaks in Bezug auf weitere Peaks, von Peakspitze zu Peakspitze. Dies kann sowohl bedeuten, dass
zwei benachbarte Peaks Uberlappen oder aber im Idealfall basisliniengetrennt vorliegen (Ahuja, 1990).
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Auflésung R

Aussagen Uber die Qualitdt der Trennung eines chromatographischen Systems kdnnen erst mit der
Auflosung, Resolution R, dem Abstand zwischen den Peaks an der Peakbasis, gemacht werden
(Meyer, 2009).

Der Trennfaktor a sagt aus, wie weit voneinander entfernt zwei benachbarte Peaks im
Chromatogramm auftreten. Aus der Auflosung R jedoch kann abgelesen werden, ob eine Trennung
ohne Peak-Uberlagerung vorliegt.

Die Auflésung R zweier Peaks lasst sich entweder aus dem Verhéltnis der Differenz ihrer
Retentionszeiten und dem Mittelwert ihrer Basisbreiten oder mit den GréfRen Retentionsfaktor k,
Trennfaktor a und Bodenzahl N berechnen.

w1+wy Whl+ Wh, 4 () (k+1) (1.6)
2 2

Rzztkz—tm - 118 tRz—tps  _ 1 (a—1)(k)

Retentionszeit tr1 und tr2, Basisbreite eines Peaks w, Peakbreite auf halber Peakhthe wh2, Bodenzahl
N, Retentionsfaktor k und Trennfaktor a.

R < 0.7 bedeutet eine Koelution zweier Peaks, welche im Chromatogramm nicht zu erkennen ist, da
nur ein Peak sichtbar ist. Bei R > 0.7 sind zwei Peaks, teilweise auch nur in Form von Schultern, zu
erkennen (vgl. Abbildung 8). Erst bei einem Wert von R = 1.5 sind zwei nacheinander eluierende
Peaks basisliniengetrennt (Meyer, 2009).
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Abbildung 8: Auslésung benachbarter Peaks im PeakgroRenverhdltnis 2:1.
Der Wert fir die Auflésung R der Uberlappenden Peaks ist Uber den Peaks abgebildet. Je groRRer die Auflésung
desto besser sind die Peaks als einzelne zu erkennen. Nach (Snyder, 1972)

Aus der Gleichung wird deutlich, dass die Auflosung von Kapazitat k, Selektivitat a und Effizienz N,
d.h. sowohl von apparativen Einflussfaktoren wie z.B. Packungsqualitat, Totvolumen, Teilchengrolie,
Saulenlange, als auch von der Chemie, z.B. Art des Flllmaterials, pH-Wert des Eluenten, Temperatur,
MolekilgréRe und Probenldsungsmittel abhéngig ist (Kromidas, 2006). Um die Auflésung zu
verbessern missen demnach die Kenngréf3en a, N und k vergrol3ert werden (Snyder, 1972). Dies
lasst sich zwar leicht durch Vergréern der Bodenzahl, sprich Verlangern der Saule, erreichen, da die
Effizienz aber nur als +vN in die Gleichung eingeht, sind die Nachteile, wie Verlangern der
Analysenzeit und Erhéhung des Gegendrucks oft groRer als der Gewinn. Wenn die Auflésung tber die
Verbesserung der Effizienz gesteigert werden soll, dann ist es besser, die PartikelgroRe der
stationaren Phase zu verringern, als die Saulenlange zu vergroRern, weil so die Analysenzeit gleich
bleibt (Kromidas et al., 2008).

Je hoher die Auflosung, umso besser ist die Trennung. Anzustreben ist jedoch eine gentigend grof3e
Auflésung (R = 1.5 bis 2) und nicht eine mdglichst gro3e Auflésung (Kromidas et al., 2008) um die
Analysenzeit nicht unnétig lang zu gestalten.

Damit ein Chromatogramm quantitativ ausgewertet werden kann, ist anzustreben, die einzelnen
Peaks moglichst basisliniengetrennt vorliegen zu haben. Der Wert der Auflésung R sollte dabei = 1.25
betragen (Meyer, 2009).
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1.3.3 Methodenentwicklung

Vor der Entwicklung einer Methode sollten so viele Informationen wie méglich Gber die Analyseprobe
wie beispielsweise der chemische Herstellungsweg, bekannte Verunreinigungen sowie physikalische
und chemische Eigenschaften in Erfahrung gebracht werden. In Arzneistoffmonographien der
Arzneibiicher werden die Verunreinigungen beschrieben, die aufgrund der Herkunft des Stoffes (z.B.
Syntheseweg) oder der chemischen Reaktivitat (z.B. Hydrolyseempfindlichkeit, leichte Oxidierbarkeit)
vorhanden sein kénnen mit Angaben tber den maximal zulassigen Gehalt.

Bei der Methodenentwicklung kdnnen folgende Einflisse auf die Analyseprobe untersucht werden: die
Probenvorbereitung, die Auswahl des Phasensystems, die Flussrate, die Temperatur und die
Detektionsmdglichkeiten.

Die Loslichkeit (klare Losung), das Probenldsungsmittel, die Filtrierbarkeit (Entfernung von Partikeln,
Interaktion mit dem Filtermaterial), die Konzentration und das Injektionsvolumen sind fur die
Probenvorbereitung entscheidend. Dabei sollte das Probenvolumen mdglichst klein sein, aber so
konzentriert, dass es zu keiner Uberladung innerhalb der Saule kommt.

Bei der Entwicklung einer HPLC-Methode spielt die Wahl der stationéren Phase der Trennséule eine
wichtige Rolle im Hinblick auf die Selektivitdit des Trennsystems. Dabei konnen die
Saulendimensionen, Packungsmaterialien und PartikelgroBen in  vielen Kombinationen
zusammengestellt werden. Mittlerweile gibt es zahlreiche verschiedene Modifikationen des Kieselgels,
welche den Einsatz fir viele verschiedene Analyten zulassen. Fur analytische Zwecke werden meist
Saulen mit einem inneren Durchmesser von 2 mm bis 5 mm verwendet. Dickere S&ulen dienen dem
praparativen Arbeiten (> 10 mm).

Die mobile Phase beeinflusst im Wechselspiel mit der stationdren Phase die Trennung des
gegebenen Analytengemisches. Bei der Auswahl der mobilen Phase miissen einige Kriterien beachtet
werden, wie beispielsweise die Elutionsstéarke, welche die Starke der Wechselwirkung zwischen Probe
und stationarer Phase beeinflusst. In der Umkehrphasen Chromatographie nimmt die Starke eines
Eluenten von z.B. Wasser Uber organische Losungsmittel, wie Methanol oder Acetonitril, zu.
AuRerdem sollten nur hochreine Ldsungsmittel, mit der Bezeichnung ,HPLC-grade“ verwendet
werden, um Stoérungen der Detektion oder Basisliniendrifts vorzubeugen (Bristol, 1980). Je nach
Viskositat kann die Chromatographie beschleunigt werden, weil der Stoffaustausch schneller
stattfinden kann. Aul3erdem ist der in der Saule vorherrschende Druck von der Viskositat abhangig.
Besonders bei der Verwendung von UV-Detektoren muss die mobile Phase bei der gewiinschten
Wellenlange vollstandig durchlassig sein. Haufig werden auch Zusatze, wie Essigsaure oder
Trifluoressigséure zugegeben, um den pH-Wert einzustellen und beispielsweise die Peakform durch
lonenpaarbildung zu verbessern.

Ob eine Erhdhung oder Erniedrigung der Temperatur zu einer Verbesserung oder Verschlechterung
der Trennung fuhrt, Iasst sich nicht grundsétzlich vorhersagen. Bei der Methodenoptimierung kann die
Temperaturerh6hung einen positiven Effekt auf Auflésung, Effizienz und Selektivitat haben
(Vanhoenacker et al., 2008). Bei erhdhter Temperatur wird die Trennleistung einer S&ule oft
verbessert, da die Viskositat der mobilen Phase abnimmt und der Stoffaustausch erleichtert wird. In
diesem Fall wird weniger Druck bendétigt, um die mobile Phase durch die Séaule zu pumpen. Es kann
aber auch eine Abnahme der Trennleistung auftreten. Der Trennfaktor kann zu- oder abnehmen.

Allgemein sind fir RP-Phasen die Grenzen durch die Warmeempfindlichkeit der stationdren Phase
und der Siedepunkte der mobilen Phase gesetzt Die Temperatur darf bei Kieselgel-Saulen mit
chemisch gebundenen Phasen maximal 80°C betragen, da das Kieselgel oberhalb 80°C hydrolysiert
(Wenclawiak et al., 2008).

Auch die Auswahl des Detektors richtet sich nach den chemisch-physikalischen Eigenschaften der zu
trennenden Komponenten. Der ideale Detektor sollte bei der quantitativen Analyse gegeniber
Anderungen der Zusammensetzung der mobilen Phase (z.B. Gradientenelution) und
Temperaturanderungen unempfindlich sein und auch kleine Substanzmengen noch erfassen kénnen
(Reinheitsprifung). AuBerdem sollte er Uber einen moglichst grof3en linearen Messbereich verfligen
aber auch selektiv sein, d.h. nur Substanzen erfassen, welche bei beispielsweise der gewahlten
Wellenldnge eine Mindestabsorption von UV-Licht zeigen.

In der HPLC-Routineanalytik wird haufig der UV-VIS-Detektor verwendet. AufRerdem finden
massenselektive  Detektoren, Fluoreszenz-, Leitfahigkeits- oder Brechungsindexdetektoren
Anwendung. Da die meisten pharmazeutischen Wirkstoffe UV-Chromophore besitzen, ist die UV-
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Detektion in diesem Bereich die Methode der Wahl. Die Proportionalitéat zwischen Signalstarke und
Schichtdicke ist in dem Gesetz von Lambert Beer in Formel (1.8 ausgedruckt.

Gradient-Volumen Konzept

Bereits 1986 zeigten Engelhardt und Elgass, dass eine Trennung im linearen Gradienten-Modus
nahezu ohne Verénderung der Trennung beschleunigt werden kann, indem das Gradientenvolumen
Vs konstant gehalten wird (Engelhardt et al., 1986). Damit bleibt auch die Eluentenzusammensetzung
gleich und die Gradientendauer tc kann tber den Fluss F veradndert werden. Da die Elution der
einzelnen Komponenten immer bei einer bestimmten Eluentenzusammensetzung erfolgt, kann somit

die Analysendauer verkirzt werden. Beim Transfer auf eine Saule anderer Dimensionen muss das

. . . . 14
Gradientenvolumen Ve auf das Saulenvolumen Vc so angepasst werden, dass das Verhdltnis V—G

Cc
konstant bleibt. Mittels des Gradient-Volumen-Konzepts (siehe Formel 1.1) ist es dann méglich, eine
Trennmethode auf z.B. kirzere S&ulen zu transferieren, um eine kiurzere Analysenzeit mit
gleichbleibender Auflésung zu erlangen.

Vo Fxtg F * t;

©o (e

mit Gradientenvolumen Vg, Saulenvolumen Vc, Fluss F, Gradientenzeit tc, Innendurchmesser der
Saule di und der Lange der Saule L.

= const. 1.7)

Eine wichtige Voraussetzung bei einer Saule mit anderen Malen ist ein A&quivalentes
Packungsmaterial. Eine Verringerung der Gradientendauer tc wird durch eine Erhéhung des Flusses F
erreicht, wodurch der Saulendruck erhéht wird. Dem resultierenden Druck sind apparative Grenzen
gesetzt. Kommerzielle HPLC-Systeme haben ihr Drucklimit bei 5800 psi bis 7200 psi (400 bar bis
500 bar) erreicht. Eine Erhohung des Gradientenvolumens kann die Auflosung und Peakkapazitéat
verbessern, dabei sollte ein notwendiges Gradientenvolumen Uber die Flussrate erzielt werden
(Kromidas, 2014). Unter Einhaltung dieser Regeln lassen sich Gradienten-Methoden beschleunigen
und auf effizientere Saulen tbertragen, ohne dass sich die Auflésung der Peaks und das Muster des
Chromatogramms wesentlich verandern.

1.3.4 Besonderheiten von Peptiden in der HPLC-Analytik

Fur die Analytik von Peptiden und Proteinen ist die RP-Chromatographie eine der Standardmethoden
(Kromidas, 2014). Das Trennprinzip beruht auf unterschiedlich starken Wechselwirkungen mit der
stationdren Phase und daraus resultierend unterschiedlichen Retentionszeiten. Bei der Auftrennung
eines Peptidgemisches sollte demnach jedes einzelne Peptid eine andere Retentionszeit aufweisen,
um eindeutig identifiziert werden zu kénnen.

Die Peptide liegen zur Analyse geldst vor, wodurch die Aminosduren in der zwitterionischen Form
vorkommen. Da jede Aminosaure eines Peptids unterschiedliche funktionelle Gruppen aufweist, liegt
in der Losung ein Gemisch aus sauren, basischen und neutralen Gruppen vor. Bei der Analyse eines
solchen Gemisches mit einer mobilen Phase aus Wasser und Acetonitril kbnnen die Peptide in
verschiedenen Dissoziationszustanden auftreten. Dies fuhrt im Chromatogramm zu mehreren Peaks
ein und desselben Peptids. Um einen einheitlichen undissoziierten Zustand der Peptide zu erlangen
kann der pH-Wert der Losungsmittel entweder deutlich gesenkt (sauer) oder erhdht (basisch) werden.
Dadurch wird eine vollstandige Protonierung bzw. Deprotonierung der Peptide erreicht. Da Peptide im
basischen Milieu instabil sind, kommt nur die Verringerung des pH-Werts der Losungsmittel durch
eine Saure in Frage. In dieser Arbeit wird dabei Trifluoressigsaure (TFA) zu den mobilen Phasen
Wasser und Acetonitril zugegeben. TFA wird schon lange als Losungsmittel fur Proteine und fir die
Peptidanalytik eingesetzt, wenn auch zu Beginn die genaue Wechselwirkung mit den Peptiden noch
nicht bekannt war. (Katz, 1954; Mahoney et al., 1980). Dabei ist TFA nicht nur eine starke S&ure,
sondern hat auch ionenpaarbildende Eigenschaften. Auf diese Weise kann die Chromatographie
amphoterer Stoffe, wie Peptide, entsprechend beeinflusst werden. Sie senkt den pH-Wert so tief, dass
die Carboxylgruppen durch Wasserstoffionen protoniert werden und bildet mit den Aminogruppen ein
lonenpaar. Somit hat das Peptid keine freien Ladungen mehr und weist einen einheitlichen und
stabilen Dissoziationszustand auf. Dadurch erlangt es einen maximalen hydrophoben Charakter,
wodurch die Wechselwirkungen mit der stationdren Phase verstarkt werden (Kromidas, 2014). Es wird
pro Sequenz ein einzelner Peak im Chromatogramm dargestellt, dessen Peakform durch Reduktion
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potentieller Peakschatten (Peak tailing) verbessert wird und eine hdhere Auflésung erreicht werden
kann.

Trifluoressigsaure ist das gebrauchlichste lonenpaarreagenz. Der niedrige pKs-Wert von 0.8 protoniert
die Carboxylgruppen, wodurch die Retention héher als bei Ameisen- oder Essigsédure mit pKs-Werten
von 3.75 bzw. 4.76 ausfallt. Die typische Konzentration liegt bei 0.1%. Die Erh6hung der
lonenpaarkonzentration hat zur Folge, dass tendenziell die Substanzen mehr Retention zeigen und
spater eluieren (Kromidas, 2017).

Heutzutage kann eine Vielzahl an Peptiden mit unterschiedlichsten Aminosauresequenzen
synthetisch hergestellt werden. Dabei missen bei der Durchfiihrung und Auswertung der HPLC-
Analytik einige Punkte beachtet werden.

Nur durch Gradientenelution kann die Diversitdt der Peptide innerhalb einer Methode abgebildet
werden. Dabei entscheiden Anderungen des Gradienten von + 1%, ob das Peptid Retention hat oder
von der Saule eluiert. Je nach Hydrophobizitat und teilweise GroR3e eines Peptids unterscheiden sich
die Wechselwirkungen zur stationdren Phase, wodurch unterschiedliche Retentionszeiten und damit
eine Auftrennung erreicht werden kann.

Die Hauptquelle der optischen Aktivitat von Proteinmolekilen liegt in den Peptidbindungen. Die
Peptidbindung selbst fiihrt zu einem Absorptionsmaximum bei 220 nm (Berg et al.,, 2013). Dabei
lassen sich die frei vorliegenden aufReren Elektronen der Molekille der Carbonylgruppe durch die
Wellenldnge anregen. Deshalb wird fir die UV-Detektion von Peptiden in dieser Arbeit eine
Wellenldange von 220 nm verwendet. Die quantitative Auswertbarkeit der Analyse beruht auf dem
Lambert-Beer‘'schen Gesetz, welches den linearen Zusammenhang zwischen
Extinktionskoeffizienten, Stoffmengenkonzentration und Schichtdicke ausdriickt.

I
EzlgTozs*CX*d (1.8)

mit der Extinktion E, der einfallenden Strahlungsintensitat lo, der Intensitat des transmittierten Lichts I,
dem Extinktionskoeffizient €, der Stoffmengenkonzentration ¢ und der Schichtdicke d.

Die Linearitdat ist nur in den Konzentrationsbereichen zwischen der Nachweisgrenze und vor
Uberladung des Detektors gegeben (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Linearer Bereich eines Detektors.
Es ist die Signalstarke gegen die Konzentration aufgetragen. Der lineare Bereich besteht nur in den
Konzentrationsbereichen zwischen der Nachweisgrenze und vor dem Uberladen (Meyer, 2009).

Da beide Grenzen unter den Peptiden variieren, muss fur die Quantifizierung ein Bereich gewahlt
werden, welcher die Linearitat von allen zu analysierenden Peptiden abdeckt. Dabei gilt je héher die
Absorptionseigenschaft des Peptids, desto geringer ist die Nachweisgrenze und umso schneller tritt
eine Uberladung des Detektors auf (Ghosh, 2016). Fir die Durchfilhrung einer Analyse muss die
Absorptionsstarke fiur jedes Peptid beachtet und eine entsprechende Probenkonzentrationen gewahlt
werden. Dies ist vor allem bei der Analyse von Gemischen zu beachten. Peptide mit groen Signalen
kénnen dabei Peptide mit kleinen Signalen Uiberdecken.
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Quantitative Auswertungen einzelner Peaks kdnnen Uber die Bestimmung der Peakhdhe oder der
Peakflache erfolgen. Prinzipiell sind sowohl die Hohe als auch die Flache des Peaks von der
Konzentration des Analyten abhé&ngig. Jedoch ist dieser Zusammenhang nicht immer proportional. Die
Peakhohe ist sehr fehleranfallig auf auere Einflisse und fuhrt bei unsymmetrischen Peaks zu
ungenauen Ergebnissen. Die Peakflache dagegen ist robuster auf &ullere Einflisse, da die
eingeschlossene Flache, im Vergleich zur Peakhohe, gleichbleibt. Fur die quantitative Auswertung
einer Analyse wird deshalb die Peakflache (Area) herangezogen, welche von der Geratesoftware
automatisch berechnet wird.

Problematisch ist eine Auswertung von Peptiden, welche aufgrund sehr &hnlicher Retentionszeiten zu
Uberlappungen ihrer Peaks fiihren. Dabei kann nicht eindeutig festgelegt werden, wie weit das
Peakende des einen Peptids noch in den Peakanfang des iberlappenden Peptids ragt (vgl. Abbildung
8). Die Software trennt solche Peaks automatisch durch Lotfallung, indem ein senkrechter Strich
zwischen den Peaks gezogen wird. Dies ist vor allem bei Peaks mit unterschiedlichen Intensitaten
sehr fehleranfallig und fuhrt nur zur Annédherung an die Menge, jedoch nicht zum exakten Ergebnis. Im
Optimalfall sind keine Uberlappungen der einzelnen Peaks eines Gemisches vorhanden und eine
guantitative Auswertung und Identifizierung jedes einzelnen kann zuverlassig durchgefiuihrt werden.
Eine Quantifizierung kann nach der allgemeinen Vorschrift des européischen Arzneibuchs (2.2.46
Chromatographische Trennmethoden) durch interne Standards, Normalisierung, Kalibrierung oder
externe Standards durchgefiihrt werden (Ph.Eur.9.0, 2017). In dieser Arbeit wird die Quantifizierung
Uber externe Standards durchgefiihrt, wobei die Peakflachen der Probe und des Standards, mit
bekannter Konzentration, ins Verhéltnis gesetzt und dadurch der Gehalt berechnet werden kann. Fur
jedes Peptid ist aufgrund der unterschiedlichen Absorption und daraus resultierenden Peakflache ein
eigener Standard notwendig (vgl. 2.2.4).

1.3.5 Besonderheiten von Adjuvantien in der HPLC-Analytik

In dieser Arbeit wird nur auf die Besonderheiten der Analyse von Montanide ISA™ 51 und XS15 im
Detail eingegangen. Dabei erfolgte die HPLC-Analyse meist im Zusammenhang mit einem
Vakzinpeptidcocktail.

Die meisten Adjuvantien werden separat hergestellt und auf ihre Qualitatsmerkmale tberprift, bevor
sie, kurz vor der Injektion, mit Antigenen vermischt werden. Die Identitdt von Montanide ISA™ 51 wird
dabei Uber den Brechungsindex oder ein Infrarot-Spektrum (IR) und nicht mittels HPLC-Analytik
bestimmt da es aus Mannidmonooleat und Mineraldl zusammengesetzt ist. Je nach chemischen und
physikalischen Eigenschaften, z.B. Zusammensetzung des Adjuvans (homogen/heterogen),
Konsistenz oder Absorptionseigenschaften, ist nicht immer eine HPLC-Analyse modglich. Dabei
kénnen die Adjuvantien meist nicht mit der identischen Methode wie Peptide analysiert werden.

Fur die Analyse von XS15 mittels HPLC ist eine eigenstandige Methode notwendig, da es im
Vergleich zu Peptiden sehr spate Elutionseigenschaften aufweist. Die Wellenlange von 220 nm zur
Detektion kann dabei von Peptiden Gbernommen werden, da das Absorptionsmaximum von XS15,
welches mit Hilfe eines Absorptionsspektrums identifiziert wurde, bei ca. 217 nm liegt. Je nach
Probenkonzentration und Absorptionsverhalten muss das Injektionsvolumen fir eine HPLC-Analyse
angepasst werden, um ein Ergebnis im linearen Bereich zu generieren. Dies kann zu Problemen
fuhren, wenn das Adjuvans direkt in einem Vakzinpeptidcocktail in geringen Konzentrationen vorliegt.
Teilweise ist auch eine Probenvorbereitung vor der Analyse notwendig, um beispielsweise 6lige
Komponenten abzutrennen.

Bei der Analyse eines Vakzinpeptidcocktails, welches mit dem Adjuvans Montanide ISA™ 51 in eine
Emulsion gebracht wurde, ist eine Probenvorbereitung vor der Analyse durchzufiihren, um die
Wasser-in-Ol-Emulsion aufzutrennen. Dies wird durch Einfrieren und anschlieRende Zentrifugation
erreicht. Dabei entstehen drei Phasen: Unten sind die geldsten Peptide in Wasser, in der Mitte ist eine
Montanide ISA™ 51 Emulsion mit DMSO und oben drauf liegt das dlige Montanide ISA™ 51 (Ghosh
et al., 2020). AnschlieRend kann die gewiinschte Phase entnommen werden, um die Peptide und das
Montanide ISA™ 51 separat analysieren zu kénnen. Dabei kann Montanide ISA™51 aufgrund seiner
oligen Eigenschaften und Absorptionsverhalten auf3erhalb des UV/VIS-Bereiches nicht ber HPLC
analysiert werden, sondern wird Uber den Refraktometer-Index oder ein IR-Spektrum identifiziert. Eine
Analyse der einzelnen Komponenten vor der Mischung ist auerdem ausreichend, um die Qualitat zu
gewabhrleisten.
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1.4 Methodenvalidierung in der Analytik nach ICH Q2(R1) bei der
Anwendung auf Peptide

1.4.1 Grundlagen

Die Methodenvalidierung ist ein wichtiges Instrument der Qualitétssicherung. Sie soll aufgrund von
Nachweisen bestétigen, dass eine Analysenmethode geeignet ist, die besonderen Forderungen fir
eine vorgegebene spezifische und beabsichtigte Aufgabe zu erfillen.

Vor dem routineméaRigen Einsatz einer analytischen Methode muss die Validierung erfolgt sein. Die
Arzneibuchmethoden bilden dabei Ausnahmen, da sie im Rahmen der Aufnahme der jeweiligen
Monographie einer Validierung unterzogen wurden und daher fir den Anwender als validiert zu
betrachten sind. Es muss allerdings die Systemeignung Uberprift und die Methode somit fiir das
jeweilige Labor bzw. Anwendung verifiziert werden.

Die Qualitéatsrichtlinie mit dem Titel ,Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology (ICH
Q2(R1))* wurde von der Internationalen Konferenz zur Harmonisierung der technischen
Anforderungen flr die Registrierung von Humanarzneimitteln (ICH) veroffentlicht. Sie besteht aus zwei
Teilen ,Teil I1: Definitionen und Terminologie* und ,Teil II: Methoden® und beschreibt die
unterschiedlichen Anforderungen an die Validierung von einer Vielzahl analytischer Methoden, die in
keiner Pharmakop6e erwahnt sind (ICH, 2005).

Sie wurde zum Zwecke der Harmonisierung beim Zulassungsverfahren von Arzneimitteln fir
verschiedene Markte (Europaische Union, Japan und USA) herausgegeben.

Die ICH-Richtlinie bezieht sich auf die vier haufigsten Kategorien analytischer Methoden:

e Identifizierungsmethode

e Reinheitsprifung: Quantitative Tests zur Bestimmung des Gehalts von Verunreinigungen

¢ Reinheitsprufung: Grenzprifungen zur Bestimmung des Gehalts an Verunreinigungen (Limit-
Tests)

e Quantitative Tests von aktiven Teilen in Proben von Wirkstoffen oder Arzneimitteln oder
anderer definierten Komponenten von Arzneimitteln zur Gehaltsbestimmung

Die fur die Validierung gemal? ICH Q2(R1) erforderlichen Parameter sind: Spezifitat, Linearitét,
Richtigkeit, Prazision, Nachweis- und Bestimmungsgrenze und der Arbeitsbereich. Umfang und
Einzelheiten einer Validierung hangen vom beabsichtigten Verwendungszweck und der
Methodenkategorie ab (Kromidas, 2011). Je nach Methodenkategorie sind verschiedene geforderte
Parameter zu berlcksichtigen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Validierungsanforderungen nach ICH Q2(R1).
Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology. +: Parameter wird in der Regel validiert (erforderlich),
-: Parameter wird in der Regel nicht validiert (nicht erforderlich)

Parameter Art der analytischen Untersuchung
Identifizierung  Test auf Verunreinigung Quantitative
Quantifizierung | Grenzprifung Bestimmung

Richtigkeit - + - +

Prazision

- Wiederholpréazision - ¥ - +

- Vergleichsprézision - +1 - +1

Spezifitat 2 + + - +

Nachweisgrenze (LOD) - -3 + -

Bestimmungsgrenze (LOQ) - + + -

Linearitat - + = 4

Arbeitsbereich - + - +

L. in Féllen, in denen die Vergleichsprazision durch Reproduzierbarkeit bestimmt wurde, ist keine Laborprazision
mehr notig. 2 fehlende (eingeschrankte) Spezifitat kann durch zusétzliche analytische Verfahren kompensiert
werden. 3: kann in manchen Fallen erforderlich sein.

21



Einleitung

Die Robustheit ist zwar nicht in der Tabelle 1 aufgelistet, sollte aber in einer geeigneten Phase der
Methodenentwicklung betrachtet werden.

Bei der Anwendung einer analytischen Methode auf Peptide sind sowohl die Quantifizierung des
Wirkstoffes (Quantitative Bestimmung) als auch der Verunreinigungen (Quantitativer Test auf
Verunreinigung) essenziell, weshalb nach ICH Q2(R1) alle Parameter erforderlich sind.

Die Beweisfuhrung, dass Methoden tatsachlich zu den erwarteten Ergebnissen fuhren, erfolgt in
Ubereinstimmung mit den Grundsatzen der Guten Herstellungspraxis. Dabei wird vor der Validierung
ein Validierungsplan mit den geplanten Versuchen zu jedem Parameter und den entsprechenden
Akzeptanzkriterien aufgestellt.

Vorgaben hinsichtlich der einzuhaltenden Akzeptanzkriterien gibt es in der ICH-Richtlinie nicht. Sie
richten sich nach dem Anwendungszweck der analytischen Methode, sowie den Produkteigenschaften
und werden im Vorfeld der Prifung festgelegt. Dabei sollten sie mindestens den Akzeptanzkriterien
der urspringlichen Methode entsprechen, jedoch auch nicht zu eng gewahlt werden und so vielleicht
geeignete Methoden ausschlieen. Die Akzeptanzkriterien beziehen sich meistens auf die relative
Standardabweichung. Diese ist die Standardabweichung (Positive Quadratwurzel aus der Varianz)
bezogen auf den Mittelwert und wird in % angegeben. Die Berechnung der verschiedenen MaRRzahlen
ist nachfolgend dargestellt. Zur Berechnung der in dieser Arbeit erzeugten Werte wurden die
jeweiligen Microsoft Excel-Funktionen verwendet.

Arithmetischer Mittelwert (MW) X

n

g = %Z %, (1.9)

i=1
mit den Einzelwerten x und der Anzahl der Werte n.

Funktion in Excel: ,MITTELWERT"

Varianz o?

0_2 _ Z?:l(xi - )_()2 (110)
n

mit dem arithmetischen Mittelwert X, den Einzelwerten x und der Anzahl der Einzelwerte n
Funktion in Excel: ,VARIANZ"

Standardabweichung der Grundgesamtheit

o= /211(";1—‘@2 - J? (1.11)

mit dem arithmetischen Mittelwert X, den Einzelwerten x und Anzahl der Einzelwerte n
Funktion in Excel: ,STABW.N*

Relative Standardabweichung RSD (auch Variationskoeffizient, Vi) in %

o
RSD = — * 100 (1.12)

mit der Standardabweichung o und dem arithmetischen Mittelwert X

95%-Konfidenzintervall (KI)

o
KI = x+1.96* 1— 1.13
n (1.13)

mit dem arithmetischen Mittelwert X, Anzahl der Werte n und der Standardabweichung o
Funktion in Excel: ,KONFIDENZ*
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Nach Durchfiihrung aller Versuche werden die Ergebnisse in einem Validierungsbericht aufgelistet
und eine Bewertung mit Hilfe der Akzeptanzkriterien durchgefuhrt. Durch diese Bewertung wird
gezeigt, ob die Methode die besonderen Forderungen an die beabsichtigte Aufgabe erfillt, als validiert
angesehen und fur die Routineanalytik eingesetzt werden kann.

Revalidierungen sind notwendig, wenn es in folgenden Bereichen Anderungen gibt: in der Synthese
des Wirkstoffes, in der Zusammensetzungen des fertigen Produktes oder in der analytischen
Methode. Das Ausmal? der Revalidierung ist dabei abhéngig von der Art der Anderungen.

1.4.2 Richtigkeit (Accuracy)

Die Richtigkeit (Accuracy) beschreibt die Ubereinstimmung des erhaltenen Analysenwertes
(Mittelwertes) mit einem als richtig akzeptierten Wert (Soll/Ist-Vergleich). Sie ist die qualitative
Bezeichnung fur den Abstand zwischen erhaltenem und richtigem Wert und beschreibt die
systematischen Fehler einer Methode. Die Ermittlung der systematischen Abweichung basiert stets
auf dem Vergleich mit einer Referenz: (zertifiziertes) Referenzmaterial, Referenzprobe,
Referenzverfahren oder Referenzlabor.

Belegt werden kann die Richtigkeit Uber zertifizierte Referenzstandards oder den Vergleich der
Ergebnisse mit einer validierten, unabhangigen Methode. Dabei wird die Wiederfindungsrate, zum
Beispiel nach Zusatz einer definierten Menge an Referenzsubstanzen zur Probenmatrix oder zur
Probenlésung, berechnet.

Die Richtigkeit einer Methode kann auch aus den Daten der Prazision, Linearitdt und Spezifitat durch
Ruckschliisse bestatigt werden.

1.4.3 Prazision (Precision)

Die Prazision ist ein Mal fir die Streuung der Analysenwerte innerhalb einer Serie. Sie stellt damit ein
MaR fur das Vorhandensein von zufélligen Fehlern dar (DIN ISO 5725). Sie kann auf drei Arten
gepruft werden: Wiederholbarkeit (Repeatability), Laborprazision (intermediate precision) und
Reproduzierbarkeit (Reproducibility). Abhéngig davon, unter welchen Bedingungen die Ergebnisse
ermittelt werden, wird zwischen Wiederhol- und Vergleichspréazision unterschieden. Die Genauigkeit
ist der Oberbegriff fir Richtigkeit und Prazision (Kromidas, 2011).

Die Wiederholprazision beschreibt die Prazision einer analytischen Methode, die sich unter den
gleichen Bedingungen (gleiches Labor, gleicher Mitarbeiter, gleiches Analysengerat) innerhalb einer
kurzen Zeitspanne ergibt. Dabei werden die Schwankungen, welche durch das Analysengerat selbst
verursacht werden, untersucht (Kromidas et al., 2008). Ein Standard wird mehrfach unter identischen
Bedingungen mit dem gleichen Verfahren gemessen (Messreihe). Die Messreihe muss mindestens
sechs Bestimmungen bei 100% der Testkonzentration oder neun Bestimmungen von drei
Konzentrationen in Triplikaten umfassen.

Bei der Vergleichsprazision wird zwischen der Laborpréazision und der Reproduzierbarkeit
(Ringversuch) unterschieden. Die Laborprazision ermittelt Schwankungen einer Methode innerhalb
eines Labors, die durch Analysen an verschiedenen Tagen, Prufer und Geréate entstehen kénnen.
Dabei wird der Effekt von zufélligen Ereignissen auf die Prazision untersucht. Die Reproduzierbarkeit
dagegen beschreibt die Streuung die in verschiedenen Laboratorien (inter laboratory) durch mehrere
Prufer und Gerate entstehen kann. Sie muss dann betrachtet werden, wenn ein analytisches
Verfahren standardisiert werden soll, zum Beispiel fur die Aufnahme von Verfahren in das Arzneibuch.

Standardabweichung, relative Standardabweichung (Variationskoeffizient) und Konfidenzintervall
sollen fir jeden Typ der Prazision untersucht werden.
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1.4.4 Spezifitat (Specificity)

Die Spezifitat (Specificity) einer Analysenmethode beschreibt die Stéranfélligkeit gegentuber
Begleitkomponenten. Dabei arbeitet eine Methode spezifisch, wenn sie den zu bestimmenden
Analyten ohne Stérung weiterer vorhandener Mischungskomponenten, Substanzen oder
Matrixbestandteile erfassen kann. Die Spezifitdt muss in allen vier Methodenkategorien ermittelt
werden (vgl. Tabelle 1).

Der Parameter Spezifitat im Zusammenhang mit der Identifizierungsmethode fordert im Wesentlichen
von der Methode, den zu bestimmenden Analyten von strukturell &hnlichen Molekiilen unterscheiden
zu kdnnen. Dabei kann die Spezifitdt untersucht werden, indem entweder ein bekannter Analyt in
einer Mischung mit strukturell &hnlichen Verbindungen (positives Ergebnis, Vergleich mit Referenz)
oder eine Mischung strukturell &hnlicher Molekile ohne den eigentlichen Analyten (negatives
Ergebnis) analysiert wird.

Fir die anderen Kategorien (Methoden zur Bestimmung von Verunreinigungen und
Gehaltsbestimmung) sollten die Chromatogramme eine klare Auflésung zwischen verschiedenen
Peaks aufweisen. Bei kritischen Trennungen in der Chromatographie kann die Spezifitdt Uber die
Auflosung der Komponenten welche am nachsten zu einander eluieren bestimmt werden. Es gibt, je
nachdem ob Verunreinigungen verfligbar sind oder nicht, verschiedene Mdglichkeiten zur Ermittlung
der Spezifitat. Dabei werden die Proben mit Verunreinigungen versetzt und der Gehalt des Analyten
bestimmt (im Vergleich zu reinen Proben) bzw. die Trennung von Analyt und Verunreinigung ohne
gegenseitige Storung gezeigt. Sind keine Verunreinigungen vorhanden, kann das Ergebnis eines
Analyten mit Verunreinigungen oder Abbauprodukten mit einer zweiten, gut bekannten oder
validierten Methode verglichen werden. Proben kénnen dabei unter relevanten Stressbedingungen
gelagert werden (Licht, Hitze, Luftfeuchtigkeit, Saure/Base-Hydrolyse, Oxidation)

Manchmal werden die Begriffe ,Spezifitdt® und ,Selektivitdt® bedeutungsgleich verwendet. Die
Selektivitat (Selectivity) wird in der ICH-Richtlinie allerdings nicht erwahnt, sondern taucht in der
europaischen Richtlinie zur bioanalytischen Methodenvalidierung auf. Die Selektivitét ist der Spezifitat
im Grundgedanken sehr ahnlich, jedoch mit dem grofen Unterschied, dass bei der Selektivitat die
Identifizierung aller Komponenten der Mischung obligatorisch ist. Eine Methode ist selektiv, wenn sie
mehrere, nebeneinander zu bestimmende Analyten in einer Mischung ohne gegenseitige Stérung
unterscheiden und erfassen kann (Kromidas, 2011).

1.4.5 Nachweis- und Bestimmungsgrenze (LOD, LOQ)

Das zugrunde liegende mathematische Modell und die Bestimmungsmethoden sind in der DIN 32645
beschrieben.

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) ist die kleinste Menge des Analyten in der Probe, der
bei einmaliger Messung qualitativ noch erfasst werden kann (Ja/Nein-Entscheidung). Die
Nachweisgrenze ist eine Entscheidungsgrenze fur das Vorhandensein eines Bestandteils. An der
Nachweisgrenze besteht eine Wahrscheinlichkeit von 50% den Bestandteil zu finden bzw. nicht zu
finden. Er gilt als nachgewiesen, wenn das Signal des Analyten sich signifikant vom Leerwert
unterscheidet.

Die Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ) ist die kleinste Menge des Analyten in der
Probe, die bei einmaliger Messung mit entsprechender Préazision und Richtigkeit mit einer
vorgegebenen Wahrscheinlichkeit quantitativ bestimmt werden kann, in der Regel die dreifache
Nachweisgrenze (,Wieviel*-Entscheidung). LOQ wird besonders fur die Bestimmung von
Verunreinigungen oder Abbauprodukten verwendet. Als Faustregel gilt: die Bestimmungsgrenze ist
dreimal so hoch wie die Nachweisgrenze.

Nach der ICH-Richtlinie kann die Nachweis- und Bestimmungsgrenze visuell durch ,Visual
Evaluation®, Uber das Signal/Rausch-Verhaltnis (signal to noise ratio) oder basierend auf der
Standardabweichung des Blindwertes oder der Kalibrierfunktion ermittelt werden.

Visual Evaluation
Die Optische Beurteilung (Visual Evaluation) ist sowohl fiir instrumentale wie auch fur nicht
instrumentale Methoden maoglich. Dabei erfolgt die Analyse von Proben mit bekannten
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Konzentrationen. Die Nachweisgrenze entspricht dabei der kleinsten Menge bei dem der Analyt
zuverlassig detektiert werden kann. Die Bestimmungsgrenze entspricht der kleinsten Menge bei dem
der Analyt mit entsprechender Prazision und Richtigkeit ermittelt werden kann. Bei dieser Bestimmung
mussen die entsprechenden Chromatogramme zur Bestatigung der Ergebnisse vorliegen.

Signal-Rausch-Verhdltnis

Fir Methoden, die eine Basislinie zeigen, ist eine Abschatzung der Nachweis- und
Bestimmungsgrenze aus dem Signal/Rausch-Verhdltnis maoglich. Typische Beispiele sind
chromatographische und spektroskopische Methoden. Die Nachweisgrenze ist die Konzentration, bei
der die Signalhéhe des Analyten das Dreifache des Signalrauschens der Basislinie einer Leerprobe
an der Stelle des Analyten bzw. in seiner direkten Umgebung erreicht. Die Bestimmungsgrenze ist die
Konzentration, bei der die Signalhdhe des Analyten das 10-fache des Signalrauschens der Basislinie
einer Leerprobe an der Stelle des Analyten bzw. in seiner direkten Umgebung erreicht.
Bestimmungsgrenze liegt naturgemal Gber der Nachweisgrenze. In der chromatographischen Praxis
gelten zumeist das dreifache Rauschen als Nachweisgrenze und das zehnfache Rauschen als
Bestimmungsgrenze. Bei dieser Bestimmung muissen die entsprechenden Chromatogramme zur
Bestatigung der Ergebnisse vorliegen.

Standardabweichung
Basierend auf der Standardabweichung und der Steigung der Kalibrierkurve:

3.3
LOD = 230 (12.14)

LOQ = — (1.15)
mit der Standardabweichung o und der Steigung der Kalibrierkurve mit linearer Regression s.

Dabei kann die Standardabweichung o Uber den Blindwert, den Y-Achsenabschnitts einer
Regressionslinie oder der residualen Standardabweichung der Regressionslinie bestimmt werden.
Diese kdnnen mit Hilfe der Excel Funktion — Datenanalyse — Regression — Standard Error berechnet
werden.

1.4.6 Linearitat (Linearity)

Die Linearitat (Linearity) einer Analysenmethode beschreibt den Zusammenhang zwischen dem
Messsignal und der Konzentration des Analyten in der Probe. Eine Methode ist in einem bestimmten
Konzentrationsbereich linear, wenn das Messsignal direkt proportional zu der Konzentration des
Analyten in der Probe ist.

Zur Bestimmung ist eine Messung von mindestens finf Konzentrationen (ber den gesamten
Arbeitsbereich der analytischen Methode notwendig, um den mathematischen Zusammenhang
zwischen Masse und Signal (Regressionsmodell) genau ermitteln zu kdénnen. Jedes
Konzentrationsniveau wird dabei dreimal untersucht, wobei jede Untersuchungslésung unabhéngig
hergestellt wird.

Neben einer visuellen Beurteilung auf lineare Korrelation erfolgt eine Uberpriifung der Linearitat nach
der Modellgleichung einer linearen Regression (y=ax+b) durch Auftragung des Mess- gegen den
Konzentrationswert. Die statistische Auswertung zur Bestimmung der Linearitatsgerade
(Regressionsanalyse) erfolgt anhand der Angabe des Korrelationskoeffizienten R, des
BestimmtheitsmaRes (Determinationskoeffizient) R2, des y-Achsenabschnittes b, der Steigung der
Regressionsgerade a, der Summe der quadratischen Abweichungen (squared residuals) und der
Abweichungen der Messwerte (Residuen) von der Regressionsgerade (Reststandardabweichung).
Die Reststandardabweichung ist ein Mal3 fir die Streuung der Messwerte um die Regressionskurve.
Die Verfahrensstandardabweichung ist der Quotient aus Reststandardabweichung und Steigung und
ein Gutekriterium fur eine Methode. AuRerdem sollte kein Trend der Residualanalyse (systematische
Abweichung der Messwerte) zu erkennen sein.
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Das Akzeptanzkriterium in der Linearitat wird hauptsachlich Uber das BestimmtheitsmaR R?
angegeben. In der ICH-Richtlinie sind aber auch fur den Parameter Linearitédt keine konkreten
Akzeptanzkriterien vorgeschrieben. Mithilfe des Bestimmtheitsmalles I&sst sich feststellen, ob es eine
Abhangigkeit zwischen unabhéngigen Variablen x und der abhangigen Variablen y gibt. Das
Bestimmtheitsmall nimmt Werte zwischen 0 und 1 an. 0 bedeutet keine Abhé&ngigkeit, 1 bedeutet eine
funktionale Abhangigkeit, die durch die gewéhlte Funktion y = a + bx beschrieben wird.

Dabei muss nicht unbedingt ein linearer Zusammenhang zwischen Mess- und Konzentrationswert
bestehen. Andere mathematische Zusammenhange sind moglich bzw. bei manchen
Analysemethoden (Immunoassays) durchaus Ublich. Die Linearitat muss in dem festgelegten
Arbeitsbereich gewahrleistet sein.

1.4.7 Arbeitsbereich (Range)

Der Arbeitsbereich (Range) beschreibt den Messbereich (Konzentrationsbereich) eines Analyten, fir
den die geforderte Prazision, Richtigkeit und Linearitat bewiesen wurde, und quantitative Aussagen
getroffen werden kdnnen. Die Grenzen des Arbeitsbereiches werden durch die Anforderungen des
Anwendungszweckes einer Methode bestimmt und in der Regel aus der Linearitat abgeleitet. Die ICH-
Richtlinie Q2(R1) gibt Bereiche vor, welche mindestens betrachtet werden sollten.
Gehaltsbestimmungen (Arzneimittel, Fertigprodukte) sollten 80% bis 120% der zu erwartenden
Konzentration abdecken. Fir Bestimmungen der Gleichférmigkeit eines Gehaltes wird der Bereich
70% bis 130% der zu erwartenden Konzentration mindestens festgelegt. Loslichkeitstests sollte + 20%
Uber den spezifischen Bereich abdecken (ICH-Q2, 2005). Fur die Bestimmung von Nebenprodukten
muss der Bereich von dem zu meldenden Wert (an Behdrden) bis 120% der in der Spezifikation
geforderten Grenze umfasst sein.

Analysenergebnisse gelten grundséatzlich nur als valide, wenn sie in dem Arbeitsbereich gemessen
wurden, welcher bei der Validierung der Methode festgelegt wurde.

1.4.8 Robustheit (Robustness)

Die Beurteilung der Robustheit einer Methode sollte bereits wahrend der Methodenentwicklung
stattfinden, da sie keinen Parameter der Validierung an sich darstellt.

Die Robustheit stellt die Fahigkeit und Zuverlassigkeit eines analytischen Verfahrens dar, durch
geringfugige, aber erlaubte Abweichungen/Variationen in den Methodenparametern, Ergebnisse zu
liefern, die nicht oder nur unwesentlich verfalscht werden. Sie gibt Hinweise auf die Storanfalligkeit,
veranderte Bedingungen und Zuverlassigkeit im Routinebetrieb. Als Maf fur die Robustheit wird der
Bereich genannt, in dem das Ergebnis von der Anderung eines oder mehrerer Parameter unabh&ngig
ist.

Fur die Chromatographie werden konkrete Beispiel in der ICH-Richtlinie genannt: verschiedene
Trennsaulen (Chargen, Lieferanten), Variation der Temperatur oder Flussrate. Fir die
Flussigkeitschromatographie kommen die Variation des pH-Wertes oder der Zusammensetzung der
mobilen Phase dazu. Allgemeine Variationen sind die Stabilitat der analytischen Losung oder die
Extraktionszeit.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bei der Individualisierung der Krebsimmuntherapie stehen Peptidvakzine fur klinischen Studien im
Fokus. Je nach Prozessierung der Antigene werden dabei unterschiedliche Sequenzen des gleichen
Tumors bei verschiedenen Patienten identifiziert. Dabei sind die Sequenzen der Tumorantigene
abhangig von der HLA-Typisierung des Patienten, woraus sich eine Vielfalt an Tumorentitaten ergibt.
Die Sequenzauswabhl fur die personalisierte Krebs-Immuntherapie wird anhand von HLA-Ligandom-,
Sequenzierungs- oder Marker-Daten vorgenommen und individuell fir einen einzelnen Patienten
zusammengestellt.

Dies fuhrt zu einer immensen Anzahl an Kombinationsméglichkeiten der Peptide in einem Cocktail.
Die Individualisierung der Krebs-Immuntherapie stellt den Arzneimittelhersteller vor eine
Herausforderung, da fast jede Produktion ein Unikat in der Zusammenstellung an unterschiedlichen
Wirkstoffen darstellt. Bei routinemaRig hergestellten Arzneimitteln werden im Vorfeld zeitaufwendige
Entwicklungsarbeiten durchgefuhrt, um zum Beispiel eine geeignete Analysemethode zu finden.

Besonders im Fall von Krebspatienten muss das Arzneimittel dazu so schnell wie moglich fur die
Therapie zur Verfiigung stehen. Somit missen sowohl die Herstellung als auch die Qualitatskontrolle
derart flexibel gestaltet sein, dass in moglichst kurzer Zeit zunachst jede Peptidsequenz als Wirkstoff
hergestellt werden kann. AuRerdem muss jede mdgliche Kombination verschiedener Wirkstoffpeptide
fur das Arzneimittel produzierbar und in ihrer Qualitéat kontrollierbar sein, ohne im Vorfeld wertvolle
Zeit fur Entwicklungs-, Optimierungs- und Validierungsarbeiten zu verlieren.

Im Rahmen dieser Arbeit soll daher die Flexibilitat der Qualitatskontrolle von Vakzinpeptidcocktails
durch Optimierung der HPLC-Analytik derart erhdht werden, dass sdmtliche Kombinationen aus bis zu
zehn verschiedenen Wirkstoffpeptiden innerhalb eines Vakzinpeptidcocktail vollstandig identifiziert
und quantifiziert werden kdénnen. Dazu soll fir einzelne Peaks eines Chromatogramms eine weitest
mdogliche Basislinien-Trennung erreicht werden, um eine zuverldssige Quantifizierung zu
gewahrleisten. Dadurch entfallen langwierige Optimierungs- und Validierungsarbeiten fur jeden
einzelnen kinftigen Vakzinpeptidcocktail. Mit den entwickelten Methoden soll sowohl die Cocktail- als
auch die Einzelpeptidanalytik abgedeckt werden. Ein weiteres Ziel der Methodenoptimierung ist eine
Reduzierung der Analysenzeit. Hierdurch sollen ein hdherer Probendurchsatz erreicht und lange
Standzeiten der Proben vermieden werden.

Adjuvantien werden zur Verbesserung der Effizienz von Vakzinpeptidcocktails diesen beigefiigt. Das
neue und innovative Adjuvans XS15 soll dabei umfassend charakterisiert werden. Eine oder mehrere
HPLC-Methoden fur XS15 selbst und innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails sollen entwickelt werden,
um eine zuverlassige ldentifizierung und Quantifizierung von XS15 zu ermdglichen. Aul3erdem soll die
Stabilitat von XS15 in verschiedenen Ldsungsmitteln Gber verschiedene Zeitraume untersucht
werden, um einen Zeitraum fur die Verwendbarkeit festzulegen. Der Vorgang der Herstellung eines
XS15 beinhaltenden Vakzinpeptidcocktails soll simuliert werden, um mogliche Interaktionen mit den
Wirkstoffpeptiden zu untersuchen.

Die optimierten und entwickelten Methoden sollen vollstandig nach den geltenden Richtlinien der
ICH Q2 validiert werden, um unter GMP Anwendung zu finden.

Des Weiteren werden verschiedene chromatographische Systeme miteinander verglichen. Dabei wird
speziell das Verhalten der Peptide, bei zum Beispiel verdnderten Saulendimensionen innerhalb eines
Systems oder allgemein zwischen zwei verschiedenen analytischen Systemen untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

1.2 ml-Thorbi Kryo-Réhrchen
15 ml-R6hrchen PP

50 ml-Rdhrchen mit Ful

50 mI-Rdhrchen ohne Ful3

40 ml-Reaction Vessel PP

60 ml wide mouth Flaschen

Amicon 15 ml Ultrafiltrationsréhrchen
Cryordhrchen, 2 ml, 4 ml

Einmalpipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Glasflaschen

Gummistopfen fir Lyophilisationsgefal3e, silikonfrei

HPLC Inserts, 150 ul with preinstalled plastic spring

HPLC analyt. Trennséule XSelect CSH 3.5 um, 3.0 x 150 mm
HPLC analyt. Trennséule XSelect CSH 5 pm, 3.0 x 250 mm
Prap. Trennsaule Multospher 120 RP 5 ym Czs, 250 x 20 mm
Einmal-Kanile Sterican, 18G, 20G, 26G

ReaktionsgefaRe 0.5 ml 1.5 ml 2 ml

Reaktionsgefalle lichtgeschitzt

Sterilfilter Millex-LG

MS sample vials

Pipettenspitzen mit Filtereinsatz, 10 ul, 200 ul, 1000 pl
Spritze, 2 ml, 3 ml, 5 ml

LyophilisationsgefaRe 20 R

LyophilisationsgefalRe 6 R

Primarpackmittel AT-closed Vial

Probenglaser mit Schraubkappe 2 ml
Verschlusskappen (SantopreneTM) fur 15 ml-Réhrchen
Vorsaule fur analyt. Trennsaule 3.5 um

Vorsaule fur analyt. Trennsaule 5 um

Vorsaule fur prap. Trennsaule 5 um

2.1.2 Chemikalien

Acetonitril (AcN)

Ampuwa (water for injection)
Dichlormethan (DCM)
Diethylether (Et20)
Diisopropylethylamin (DIPEA)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylsulfoxid (DMSO) steril
Diverse Fmoc-Aminosauren
Ameisensaure (FA)
Hydroxybenzotriazolyltramethyluroniumhexafluorophosphat HBTU
Methanol

Montanide ISA™51

N2-Gas
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National Lab, Mélin

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Greiner Bio One

Sarstedt, Niimbrecht

Activotec, Comberton, UK

Thermo Scientific

Merck Millipore, Burlington, USA
Greiner Bio One, Frickenhausen
Corning Incorporated, Corning, USA
Schott, Mainz

West pharmaceutical,
Whiteland Township, USA
Waters, Eschborn
Waters, Eschborn
Waters, Eschborn
Ziemer, Langerwehe
BBraun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
Biozym, Wien

Merck Millipore, Burlington, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Brand GmbH&Co KG, Wertheim
BBraun, Melsungen

Christ, Osterode am Harz

Christ, Osterode am Harz

Aseptic Technologies

Waters, Eschborn

Activotec, Comberton, UK

Waters, Eschborn

Waters, Eschborn

Ziemer, Langerwehe

West

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Fresenius, Bad Homburg

Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
WAK-Chemie Medical, Steinbach
Merck, Darmstadt, (Novabiochem)
Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Seppic, Paris, Frankreich
Westfalen, Minster
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1-Methyl-2-pyrrolidon (NMP)
Piperidin

Diverse Syntheseharze TentaGel®
Trifluoressigséure (TFA)

TFA (HPLC)

Tetrahydrofuran (THF)
Triisopropylsilan (TIS)

Wasser LiChrosolv

XS15

2.1.3 Gerate

Analysenwaage

Analytische HPLC-Anlage €2695 ALLIANCE SYSTEM

Autosampler (Micro AS)

Dispensette (10 ml, 25 ml)
Einkanalpipetten 10 pl, 200 pl, 1000 pl
Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

InLab® Micro Pro pH-Einstabmesskette
Kihlschrank-Kombination
Gefriertrockner Virtis Advantage Plus
Massenspektrometer LTQ Orbitrap XL
Megazentrifuge

Mehrkanalpipette (200 pl)

NESLAB ThermoFlex 900
Peptidsynthesizer Activo-P11
Pipettierhilfe, Pipet Boy

pH-Meter SevenExcellence
Praparative HPLC-Anlage 1260 Infinity
Tischkihlzentrifuge Megafuge 1.0 R
Ultraschallbad

UltiMate 3000 (UHPLC)
Minishaker MS1

Wasserbad, Thermomix BM-S
Schittler Vibramax 100
Vakuumpumpe RC 6

2.1.4 Software

ActivoP11

Empower 3 Chromatography
Endnote X9

Inkscape 0.92

LabX for SevenExcellence

Xcalibur 2.0.7

Thermo LTQ Tune Plus

Microsoft Office 365 ProPlus

Open LAB CDSChem Station Edition
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Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Rapp Polymere, Tibingen
Merck Millipore, Burlington, USA
Applichem, Darmstadt

Merck Millipore, Burlington, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Bachem, Bubendorf, Schweiz

Sartorius Goéttingen und Mettler Toledo
Waters, Eschborn

Thermo Fisher Scientific, USA

Roth

Brand GmbH & Co KG, Wertheim
MEDIline, Liebherr, Bulle, Schweiz
Sanyo, Moriguchi, Japan

Mettler Toledo

Oko Super glass line, Liebherr, Schweiz
SP Industries

Thermo Fisher Scientific, USA
Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau
Abimed, Langenfeld

Thermo Fisher Scientific, USA
Activotec, Cambridge, UK

Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Mettler Toledo, Columbus, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Biofuge fresco, Heraeus , Hanau
Bandelin SONOREX, Elektronic Vertriebs
GmbH, Berlin

Thermo Fisher Scientific, USA
IKA-Works, Inc, Wimington, USA

Braun Biotech, Melsungen

Heidolph, Schwabach

Vacuubrand, Wertheim am Main

Activotec, Cambridge, UK

Waters, Eschborn

Clarivate Analytics, Philadelphia
Inkscape Community

Mettler Toledo, Columbus, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Microsoft

Agilent Technologies, Santa Clara, USA



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Peptidsynthese

Die fur diese Arbeit verwendeten synthetischen Peptide werden durch Festphasenpeptidsynthese
hergestellt. Bereits 1963 wurde dieses Verfahren zur Synthese von Peptiden aus einzelnen
Aminosauren von Merrifield entwickelt (Merrifield, 1963).

Die feste Phase besteht im WPL aus TentaGel®-Harz, einer Polystyrol-Matrix mit Polyethylenglycol-
Ketten, an welche die Aminosaure C-terminal gebunden ist. Bei den verwendeten Fmoc-Aminosauren
ist die N-terminale Aminogruppe durch Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) sowie reaktive
Seitengruppen durch Schutzgruppen wie beispielsweise Tertbutyl (tBu) vor ungewollten Reaktionen
geschitzt. Dadurch wird gewabhrleistet, dass die Synthese in der gewiinschten Reihenfolge ohne
Nebenreaktion ablauft. Organische Losungsmittel wie DMF, THF, DCM oder NMP lassen das Tenta
Gel (TG) Harz aufquellen, wodurch Peptide an verschiedenen Seiten der TG-Matrix synthetisiert
werden koénnen. Die Peptidsynthese erfolgt nicht nur an der Oberflache des Gels, sondern auch
innerhalb der aufgequollenen Matrix. Die bereits am Harz gebundene Aminosaure wird mit Piperidin
entschitzt, wobei DIPEA als Base die freie Aminogruppe stabilisiert und eine Protonierung zu
unreaktivem NHs* verhindert. Die Carboxy-Gruppe der anzukoppelnden Aminoséaure wird durch HBTU
aktiviert, um gezielt an die Amino-Gruppe der Aminosaure binden zu kénnen. Im Gegensatz zur
natlrlichen Synthese erfolgt die Festphasensynthese der synthetischen Peptide vom Carboxy- zum
Aminoterminus. Nach dem erfolgreichen Anbau der Aminoséure werden nicht gebundene Bestandteile
weggewaschen und die nachste Aminosaure dazugegeben. Die beschriebenen Schritte werden
zyklisch mit jeder neuen Aminosaure wiederholt, bis die gewiinschte Sequenz vollstandig ist.

Es wurden nur die naturlich vorkommenden 20 proteinogenen L-Aminosduren verwendet und auch
keine post-translationalen Modifikationen wie Glykosylierung durchgefunhrt.

2.2.2 Peptidaufreinigung durch praparative HPLC

Nach der Festphasensynthese wird das entstandene Peptid organisch-chemisch aufbereitet. Dabei
wird es vom Tragerharz sauer mit TFA abgespalten und die séureinstabilen Schutzgruppen entfernt.
AnschlieRend wird es in Ether geféllt und mehrmals in Ether gewaschen. Das Rohpeptid kann dabei
noch unerwinschte Nebenprodukte wie Teilsequenzen oder unvollstdndig abgetrennte
Schutzgruppen enthalten, welche durch praparative HPLC abgereinigt werden.

Das Ziel dabei ist das Erhalten von hochreinen Fraktionen, welche aufgefangen und weiterverwendet
werden konnen (Meyer, 2009). Dementsprechend unterscheiden sich die eingesetzte Probenmenge
und die Saulendimensionen deutlich von der analytischen HPLC. Bei der analytischen HPLC werden
zur Identifizierung und Quantifizierung Probenmengen von ca. 10 ug injiziert, bei der préaparativen
HPLC dagegen moglichst groBe Probenmengen zur Aufreinigung. Um dies zu ermdglichen werden
Saulen mit Innendurchmessern > 10 mm, mit angepasster Durchflussrate, eingesetzt. Dabei kommt es
trotzdem zu Uberladungseffekten der Saule, welche zu sehr hohen und breiten Peaks fiinren (Meyer,
2009). Daraus folgt eine hohe Probenkonzentration in den einzelnen Fraktionen, welche bei der
praparativen HPLC wiinschenswert ist.

Die reinen Peptidfraktionen werden durch Gefriertrocknung (Lyophilisation) in ein stabiles, trockenes
Lyophilisat Uberfuihrt. Die Gefriertrocknung beruht auf dem physikalischen Prozess der Sublimation,
wobei Wasser unmittelbar vom festen in den gasformigen Aggregatzustand ubergeht, ohne sich
vorher zu verflissigen. Dabei gibt es drei Phasen: der Gefriervorgang, bei dem die Produkte
eingefroren und Wasser in Eis umgewandelt wird, die Primartrocknung, bei der Eis durch Anlegen
eines Vakuums sublimiert und der Wasserdampf abgefangen wird, und die Sekundé&rtrocknung, bei
der die Produkte erwarmt werden, um die restlichen Flissigkeitsmolekile zu entfernen.
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2.2.3 Vakzinpeptidcocktailformulierung

Die aufgereinigten Peptide werden nach von klinischen Studien festgelegten Vorgaben beziiglich der
Menge und Anzahl unter Reinraumbedingungen (Klasse A in B) miteinander kombiniert. Zuerst wird
jedes einzelne Peptidlyophilisat in einer definierten Menge DMSO geldst und die Losung sterilfiltriert.
Zum Poolen der einzelnen Peptide wird von jeder sterilfiltrierten Lésung die &quivalente Menge
entnommen und vereint. Dieser Mischung wird anschlieBend die doppelte Menge an hochreinem
Wasser (water for injection) zugegeben. Die entstandene 33%ige DMSO/Wasser-Mischung wird
nochmals sterilfiltriert und der entstandene Vakzinpeptidcocktail aseptisch in Primarpackmittel zu
Einzeldosen abgefullt.

Die Synthese und Aufreinigung der Peptide und die Vakzinpeptidcocktailformulierung erfolgten auch
durch P. Hrsti¢t, M. Denk?!, N. Bauer?, M. Bohn?, C. Supper! und U. Wulle.

1. Wirkstoffpeptidlabor, Abteilung fur Immunologie, Interfakultares Institut fur Zellbiologie, Universitat Tibingen

2.2.4 Herstellung von Eichpeptiden

Die Identifikation, Reinheit und der Gehalt missen fur jeden Wirkstoff innerhalb eines Arzneimittels
sichergestellt werden (AMWHYV, 2006, zuletzt gedndert 09.08.2019). Um eine eindeutige Identifikation
und Quantifizierung von Wirkstoffpeptiden zu gewéhrleisten, werden in dieser Arbeit sogenannte
Eichpeptide oder Referenzen verwendet. Die Identifizierung erfolgt dabei Uber einen
Retentionszeitenvergleich, die Quantifizierung tUber die Peakflachen von Referenz und Probe.

Die Eichpeptide werden unter non-GMP-Bedingungen hergestellt, Gber praparative HPLC hochrein
aufgereinigt und anschliel3end lyophilisiert. Um eine exakte Konzentration von Ublicherweise 1 mg/ml
zu erhalten, muss der Peptidgehalt des hergestellten Lyophilisats bestimmt werden. Bei der
Festlegung der Konzentration eines Eichpeptids ist auf die Aromaten Phenylalanin (F), Tryptophan
(W) und Tyrosin (Y) zu achten, da sie eine hohe Intensitdt der Peaks im HPLC-Chromatogramm
hervorrufen kénnen. Bei zu hoher Intensitat wird der lineare Messbereich des Systems verlassen,
wodurch eine Quantifizierung nicht mehr gewébhrleistet ist. Je nach Anwesenheit der Aromaten in der
Sequenz wird die Konzentration des Eichpeptids auf 0.5 mg/ml herabgesetzt. Der Peptidgehalt wird
dabei Uber den Stickstoffgehalt, welcher sich ausschliel3lich vom Peptid ableitet, ermittelt. Die nach
der Herstellung und Aufreinigung noch enthaltenen Komponenten wie Wasser und das Gegenion TFA
sind stickstofffrei und Restldsungsmittel tragen quantitativ praktisch nichts zum Stickstoffgehalt bei.
Zur Ermittlung des Stickstoffgehalts wird eine Elementaranalyse mittels Verbrennungsanalyse von der
Firma Solvias (http://www.solvias.com) durchgefuhrt. Mit Hilfe des bestimmten Stickstoffgehalts und
der Molekilsummenformel des Peptids kann der reine Peptidgehalt des Peptids berechnet werden.

Die genaue Berechnung wird anhand eines Beispiels verdeutlicht. Summenformel des Peptids:
CsoH140N24030; Molekulargewicht des Peptids: 2025.02 g/mol. Das Molekulargewicht von Stickstoff
betragt 14.01 g/mol. Dieses wird mit dem Stickstoffanteil des Peptids aus der Summenformel
multipliziert und das Ergebnis durch das Molekulargewicht des Peptids dividiert.

Masse Stickstoff: 24 x 14.01 g / mol = 336.24 g / mol

o . . 33624-L
Massenanteil Stickstoff im Molekil: ——29L = (0.1660

2025025
Das Ergebnis von 16.60% stellt den theoretisch berechneten Stickstoffgehalt bei einem 100% reinen
Peptid dar. Ergebnis Stickstoffanalytik der Solvias AG: 13.45%

Mit dem aus der Verbrennungsanalytik erhaltenen Stickstoffanteil sind somit nur 13.45% von
moglichen 16.60% in dem Lyophilisat des Peptids enthalten. Das Ergebnis der Stickstoffanalytik der
Solvias AG wird durch den theoretisch berechneten Gehalt dividiert, um den Peptidgehalt des Peptids

in mg zu bekommen. 1345% % 100 = 81.02%
16.60%

Fur die Herstellung eines Eichpeptids sind ca. 1.5 mg eines reinen Peptids notwendig. Bei einer
Beispieleinwaage von 2.00 mg Lyophilisat sind demnach 2.00 mg x 0.8102 = 1.620 mg reines Peptid
enthalten. Dementsprechend wird die Einwaage mit 1.620 ml DMSO auf 1.0 mg/ml geldst. Die
erhaltene L6sung wird in 1.5 ml ReaktionsgeféRe aliquotiert, etikettiert und bei einer Temperatur von -
20°C gelagert. Die Aliquots kdnnen je nach Bedarf aufgetaut und fir Identitatsbestimmungen,
Quantifizierungen, Cocktailanalysen oder Optimierungen verwendet werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Optimierung analytischer HPLC-Methoden

3.1.1 Problemstellung

Die Analysenzeit eines einzelnen Peptids mittels HPLC betragt mit der derzeitigen Standardmethode
QC_WP 60 Minuten. Fir die Quantifizierung sind zusatzliche Analysen von Standards vor und nach
der Probe notwendig. Fir die Berechnung des Peptidgehalts wird die Peakflache des Standards mit
der der Probe ins Verhdltnis gesetzt. Um Verschleppungen ausschlieBen zu konnen, werden
zuséatzliche Leerlaufe mit dem Ldsungsmittel DMSO vor und nach jedem Lauf geschalten. Dadurch
summiert sich die Analyse eines einzelnen Peptids zur Quantifizierung auf mindestens sechs Stunden.
Ein weiteres Problem stellt die Analyse eines Vakzinpeptidcocktails mit bis zu 11 Komponenten dar.
Um eine Quantifizierung der einzelnen Peptide innerhalb eines Peptidvakzincocktails vornehmen zu
kénnen, miissen diese basisliniengetrennt im Chromatogramm vorliegen. Uberlagerungen konnen je
nach Anzahl und Eigenschaften der enthaltenen Peptide entstehen. Bei einer geringen
Retentionszeitdifferenz (kleiner 0.5 min) der Standards sind teilweise Uberlagerungen mit der
bisherigen Standardmethode nicht zu vermeiden. Um die Analysenzeit deutlich zu reduzieren und
Uberlagerungen innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails zu minimieren, wurde eine Optimierung der
derzeitigen Standardmethode durchgefihrt.

Bei der allgemeinen Entwicklung und Optimierung einer HPLC-Methode kdnnen die einzelnen Punkte
Probenvorbereitung, Auswahl der stationaren und mobilen Phase, Flussrate, Gradient, Temperatur
und Detektionswellenlange untersucht werden (Fong et al., 1991). Fir jeden Punkt wird nachfolgend
abgeschatzt, ob eine Anderung méglich ist und sinnvoll erscheint.

Aufgrund der Verwendung des HPLC-Gerats unter GMP-Bedingungen ist im laufenden Betrieb eine
Anderung der mobilen Phase sowie deren pH-Wert ausgeschlossen. Fir die Peptidanalytik hat sich
die Kombination der Lésungsmittel A (hochreines Wasser mit 0.1% TFA) und L&ésungsmittel B
(Acetonitril mit 0.08% TFA) bewéhrt und etabliert (Meek et al., 1981),(Snyder et al., 2013). Die
Losungsmittel weisen keine chemischen Reaktionen zwischen Peptiden oder der Saule auf und die
Viskositat ist mit 0.37 n fur Acetonitril und 1.00 n fir Wasser sehr gering, wodurch der Stoffaustausch
schnell erfolgen kann und der Druck bei hohem Volumenstrom eher klein ausfallt (Meyer, 2009). Die
Siedetemperaturen von Wasser und Acetonitril liegen mit 100°C bzw. 82°C in einem ausreichend
hohen Bereich, da die Saulentemperatur auf maximal 65°C gesetzt werden kann (Waters, 2013a). Der
UV-Detektor wird kaum von der Eigenabsorption beeinflusst, da die UV-Grenzen bei maximal 190 nm
liegen. Alle erforderlichen Eigenschaften werden erfullt, weshalb die L&sungsmittel fur die
Optimierungen unverandert bleiben. Wiirde Methanol anstelle von Acetonitril verwendet werden, kann
es durch den zu tiefen Siedepunkt von 65°C zu Dampfblasen in der Apparatur kommen, welche beim
Entgasen zu Lésungsmittelverlusten fiihren kénnen (Meyer, 2009).

DMSO wird als einheitliches Losungsmittel flr Peptide eingesetzt, da einerseits die Loslichkeiten von
Peptiden mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften in wassrigen Losungen zu stark
variieren, andererseits organische Losungsmittel mit DMSO-ahnlichen Losungseigenschaften zu
toxisch sind. Die Konzentration konnte fir manche Proben angepasst werden, wobei die meisten
schon fir die direkte Analyse konzentriert sind und nicht weiter verdinnt werden kénnen, ohne das
Injektionsvolumen stark zu erhdhen. Von einem zu hohen Injektionsvolumen ist, wegen der Gefahr
des Uberladens der Saule, der Verbreiterung der Peakform und der damit einhergehenden Reduktion
der Auflédsung abzusehen (Kromidas, 2006).

Die Flussrate kann je nach Kompatibilitat mit dem Geréat und der stationaren Phase verandert werden.
Jedoch sind Grenzen durch den entstehenden Druck gesetzt. Die stationdre Phase kann in Bezug auf
ihre Dimensionen verandert werden, sollte in ihrer Chemie jedoch erhalten bleiben. Fir die
Routineanalysen sollte letztendlich nur eine stationare Phase verwendet werden.

Der Gradient ist der flexibelste Punkt fuir die Optimierung einer Methode. Die Temperatur kann je nach
Gerateeignung und Saulenkompatibilitdt angepasst werden, da Peptide relativ temperaturstabil sind
und die Siedetemperaturen der Losungsmittel eine deutliche Temperaturerh6hung zulassen.
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3.1.2 Variation der stationaren Phase

Bei der Entwicklung einer HPLC-Methode spielt die Wahl der Séule eine wichtige Rolle im Hinblick auf
die Selektivitdt des Trennsystems. Dabei kénnen die Saulendimensionen, Packungsmaterialien und
Partikelgréf3en in vielen Kombinationen zusammengestellt werden.

Um die Analysenzeit zu verkiirzen wird eine kiirzere Saule mit gleichbleibendem Packungsmaterial
und Durchmesser angestrebt. Dabei lasst sich, wie unter Punkt 1.3.2 erklart, bei Verkiirzung der Saule
durch Reduktion der TeilchengroRe die Bodenzahl nahezu erhalten. Deswegen wurde die Saule
XSelect CSH Cis (Waters) mit den Saulendimensionen 3 x 150 mm und der PartikelgréBe 3.5 pm
ausgewahlt. Das Packungsmaterial wird als Charged Surface Hybrid (CSH) bezeichnet, wobei BEH-
Partikel (Ethylen Bridged Hybrid), bei denen Ethanbriicken in der Silica-Matrix inkorporiert sind, die
Grundlage bilden (Wyndham et al., 2003). Auf diese wird eine kontrollierte Oberflachenladung
aufgebracht und anschlieBend durch Cis-Alkylgruppen und End-Capping funktionalisiert (Waters,
2013b).

Die Standardséule XSelect CSH Cis 3 x 250 mm 5 pm wird mit der kirzeren S&ule XSelect CSH Cis
3 x 150 mm 3.5 um auf die chromatographischen Kenngréf3en hin untersucht und verglichen. Am
Beispiel des Peptids CLL21 (0.5 mg/ml) wurde die Bodenzahl, Trennstufenhéhe und der
Symmetriefaktor der beiden Saulen bei aufsteigender Flussrate nach Punkt 1.3.2 berechnet. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 aufgelistet. Flir die Peptidanalytik werden niedrige
Flussraten empfohlen (Kromidas, 2006), weshalb eine maximale Flussrate von 0.5 ml/min festgelegt
wurde.

Tabelle 2: Ermittlung der chromatographischen Kenngréf3en Bodenzahl N und Bodenhdhe H.

Analysen des Eichpeptids CLL21 mit einer Konzentration von 0.5 mg/ml. Die Berechnung der Bodenzahl und
Bodenhdéhe wurde nach Punkt 1.3.2 durchgefihrt. Der Name der Saule setzt sich aus den Parametern
Materialbezeichnung, PartikelgroRe, Saulendimensionen (Durchmesser x Lange) zusammen.

Bodenzahl N Bodenhthe H
Flussrate
in ml/min XSelect XSelect XSelect XSelect
5.0 um, 3.0 x 250 mm 3.5 pm, 3.0 x 150 mm [5.0 um, 3.0 x2 50 mm (3.5 pm, 3.0 x 150 mm

0.20 79054 88723 0.0032 0.0017
0.25 86234 89824 0.0029 0.0017
0.30 132308 112865 0.0019 0.0013
0.35 157937 118322 0.0016 0.0013
0.40 169160 124267 0.0015 0.0012
0.45 155712 134246 0.0016 0.0011
0.50 145804 148179 0.0017 0.0010

Die lange Saule hat im mittleren Flussratenbereich von 0.30 ml/min bis 0.40 ml/min eine hdhere
Bodenzahl, die kurze Saule dagegen bei den Flussraten von 0.20 ml/min und 0.50 ml/min. Die kurze
Séaule hat durchweg kleinere Bodenhdhen, allerdings nur im unteren und oberen Flussratenbereich
eine héhere Bodenzahl. Fir die Optimierung wird eine mdglichst hohe Flussrate angestrebt um die
Analysezeit so gering wie mdglich halten zu kénnen. Wie unter Punkt 1.3.2 beschrieben nimmt bei
Reduktion der Saulenlange die Bodenzahl ab. Durch Reduktion der PartikelgrofRe ergeben sich
niedrigere Trennstufenhéhen, wodurch die Bodenzahl nahezu erhalten bleiben kann. Dies ist beim
Vergleich der beiden Saulen gezeigt. Aullerdem ist zu erkennen, dass fur kleine Partikel die
Bodenzahl und damit die Trenneffizienz weniger leidet, wenn die Flussrate erhdht wird. Die Erh6hung
der Bodenzahl bei Gradiententrennungen stellt meist ein untergeordnetes Ziel dar, da die Peaks in
aller Regel schmal sind.

Auf Grund der unterschiedlichen Zusammensetzung der mobilen Phase wéhrend eines Gradienten
und damit der unterschiedlichen Wechselwirkungen von mobiler und stationérer Phase ergeben sich
unterschiedliche Drucke, die auf die Trennsaule wirken. Da sich Acetonitril hydrophob verhélt wie die
Trennséule, ist der Druck bei 100% Acetonitril niedrig und liegt bei ca. 800 psi. Bei 100% Wasser ist
der Druck aufgrund der abstoRenden Interaktion des hydrophilen Laufmittels mit der hydrophoben
stationaren Phase dementsprechend héher. Wahrend eines Gradienten nimmt der Druck
dementsprechend mit steigender Acetonitril-Konzentration ab.
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Der maximal zulassige Geratedruck betragt 5000 psi bzw. 345 bar. Jedoch unterbricht die Anlage den
Lauf bei Uberschreiten von 4000 psi, maximaler Druck auf die Saule laut Hersteller: 6000 psi bzw.
415 bar (Waters, 2013Db).

Der Séaulendruck wurde bei einer Laufmittelzusammensetzung von 95% Wasser 5% AcN, im
Folgenden als 5% B bezeichnet, welche bei der Standardmethode den maximalen Wasseranteil und
damit den héchsten Saulendruck darstellt, mit aufsteigender Flussrate jeweils nach 5 Minuten
abgelesen. Die Ergebnisse der Berechnung des Symmetriefaktors wie der Bestimmung des
Saulendrucks sind in Tabelle 3 zu sehen.

Tabelle 3: Symmetriefaktor T und Saulendruck der getesteten Saulen.

Der Saulendruck wurde bei einer Laufmittelzusammensetzung von 5% B nach 5 Minuten abgelesen. Der Name
der Saule setzt sich aus den Parametern Materialbezeichnung, PartikelgrofRe, Séaulendimensionen
(Durchmesser x Lange) zusammen.

Symmetriefaktor T Saulendruck in psi
Eurif}ﬁ}ﬁ XSelect XSelect XSelect XSelect
5.0 ym, 3.0 x 250 mm 3.5 pm, 3.0 x 150 mm |5.0 um, 3.0 x 250 mm 3.5 pm, 3.0 x 150 mm
0.20 1.35 1.29 829 876
0.25 1.11 1.38 1074 1091
0.30 1.17 1.38 1254 1311
0.35 1.15 1.50 1456 1536
0.40 1.17 1.40 1648 1750
0.45 1.30 1.44 1863 1973
0.50 1.30 1.33 2063 2190

Wie in Tabelle 3 zu sehen ist, sind die Symmetriefaktoren bei der langen Saule fast durchgehend
besser. Da eine hohe Flussrate angestrebt wird, wird dem Symmetriefaktor bei Flussrate 0.5 ml/min
am meisten Aufmerksamkeit geschenkt. Bei dieser Flussrate sind die Symmetrien sehr &hnlich, was
die kurze Saule fur eine Optimierung qualifiziert.

Wie zu erwarten nimmt bei steigender Flussrate auch der Druck entsprechend zu. Die Lange der
Séaule und die PartikelgroRe haben nur geringen Einfluss auf den Druck. Beide Saulen weisen
vergleichbare Saulendrucke auf, wobei die kiirzere Saule einen leicht erhdhten Druck bei allen
Flussraten zeigt. Erfahrungswerte haben gezeigt, dass um die 2000 psi ein sehr zuverlassiger
Arbeitsbereich besteht.

Die Vorversuche zeigen deutlich, dass die Saule XSelect CSH Cis 3.5 um 3 x 150 mm fiir die geplante
Optimierung geeignet ist. Sie ermdglicht kiirzere Analysezeiten durch hohe Flussraten ohne EinbuRRen
in der Trennung und dem Symmetrieverhalten zu erwarten. Daher wird fur die nachfolgende
Optimierung diese Saule mit der Bezeichnung Optimierungsséaule verwendet.
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3.1.3 Optimieren der Standardmethode - Gradient Il

Bei der Optimierung der Standardmethode ist das Hauptziel die Reduzierung der Analysenzeit. Der
Gradient der Standardmethode von 5% bis 65% B soll auf die Optimierungssaule ibertragen werden,
da er den Analysenbereich nahezu aller vom WP-Labor analysierten Peptide abdeckt. Wie unter
Punkt 3.1.1 beschrieben, wird die mobile Phase nicht verdndert und die stationdre Phase wurde
bereits optimiert. Deshalb werden die Flussrate, Temperatur, sowie die Zeiten der einzelnen Schritte
der Methode optimiert. Au3erdem ist das Ziel eine ruhige Basislinie in den Chromatogrammen durch
ausreichende Equilibrierzeiten und eine ausreichende Reinigung zu erreichen. In Tabelle 4 sind die
einzelnen Parameter und Schritte der Standardmethode QC_WP zu sehen. Die Gesamtanalysenzeit
betragt vor der Optimierung 60 Minuten.

Tabelle 4: QC_WP.
Standardmethode mit einem Gradienten von 5% bis 65% B bei einer Flussrate von 0.2 ml/min, einer
Saulentemperatur von 30°C und einer Gesamtanalysenzeit von 60 min.

QC_WP Schritt Zeit Flussrate %A %B
Equilibrieren 1 0.0 0.2 95.0 5.0
) 2 5.0 0.2 95.0 5.0
Gradient
3 40.0 0.2 35.0 65.0
. 4 42.0 0.2 0.0 100.0
Reinigung
5 45.0 0.2 0.0 100.0
_— 6 47.0 0.2 95.0 5.0
Equilibrieren
7 60.0 0.2 95.0 5.0

Fur die Optimierung wurde der Vakzinpeptidcocktail 1820 verwendet, welcher aus neun Peptiden mit
9 bis 20 Aminosauren und verschiedenen Eigenschaften besteht (siehe Tabelle 5). Die Berechnung
des Hydrophobizitatswerts (GRAVY-Index) fur Peptide erfolgte mit Hilfe des Programms ,ProtParam®
(https://web.expasy.org/protparam/), welches im Internet Uber den ExPASy-Proteomics Server des
Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) erhéltlich ist a (Appel et al., 1994). Dabei werden die
Hydrophobizitatswerte der Peptide nach der von Kyte & Doolittle erstellten Tabelle berechnet. Die
Kalkulation der Gesamthydrophobizitét fir ein Peptid erfolgt durch Addition der hydropathischen Werte
der einzelnen Aminosaurereste und anschlielender Division durch die AS-Gesamtzahl (Kyte et al.,
1982). Je kleiner der GRAVY-Wert, desto hydrophiler ist das Peptid und desto besser ist dessen
theoretische Loslichkeit in Wasser. Je hoher der GRAVY-Wert, umso hydrophober ist das Peptid und
umso starker ist dessen Interaktion mit der hydrophoben Cis-Séule zu erwarten, was in einer spateren
Retentionszeit resultiert. Dabei ist jedoch kein linearer Zusammenhang gegeben (Stieglbauer, 2018).

Tabelle 5: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1820.
Neun Peptide mit 0.6 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 5.4 mg/ml, gel6st in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier Aminoséuren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min.

bezF;?grt]Ir?L; ng Sequenz Arzghl Molmasse GRAVY RTocwp RTeradm
1 CLL22 DTGS 16 1712.87 -1.087 21.5 6.55
2 CLL20 VKKM 13 1611.87 -1.069 22.1 6.74
3 CLL18 APSQ 20 2170.21 -0.970 24.3 7.58
4 161010 YLDH 9 1172.48 -1.167 26.9 8.20
1820 5 151309 GSDF 9 1278.61 0.164 27.1 8.36
6 CLL21 YVSL 11 1105.42 -0.733 27.3 8.48
7 161021 FSDP 9 1046.48 -0.156 27.5 8.60
8 151304 NTDN 9 1081.49 -1.011 29.0 8.96
9 151314 LLDE 10 1133.63 0.440 29.6 9.31
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Wie unter Punkt 1.3.1 beschrieben, kann durch Aufrechterhaltung des X—G-Verhaltnisses bei dem
C

Methodentransfer auf eine andere Saule mit gleichem Packungsmaterial die Auflésung der Peaks und
das Muster des Chromatogramms nahezu iibernommen werden. Die Anderung der Saulenlénge
betragt Faktor 0.6. Fiir die Optimierungsmethode soll die Flussrate von 0.5 ml/min, was einem Faktor
von 2.5 entspricht, eingesetzt werden. Fur die Standardmethode QC_WP auf der Standardséule ergibt

sich ein Gradientenvolumen Ve von 7 ml und ein Verhaltnis Z—G von 4.0. Um das Verhaltnis zu erhalten,
c

musste das Gradientenvolumen Vg fir die Ubertragene Methode auf der Optimierungssaule 4.2 ml mit
einer Gradientenzeit tc von 8.4 min betragen (siehe (1.7). Damit wirde sich eine Steigung von
7.1%/min ergeben und eine Analyse ware in 15 Minuten mdoglich. Die theoretische Transfer-Methode
ist in Tabelle 6 zu sehen.

Tabelle 6: Theoretische Transfer-Methode.
Standardmethode auf die Optimierungssaule mit einer Flussrate von 0.5 ml/min Gbertragen. Gradient von 5% bis
65% B, einer Saulentemperatur von 30°C und einer Gesamtanalysenzeit von 14.4 min.

Transfer Schritt Zeit Flussrate % A % B
Equilibrieren 1 0.0 0.5 95.0 5.0
] 2 1.2 0.5 95.0 5.0
Gradient
3 9.6 0.5 35.0 65.0
. 4 10.1 0.5 0.0 100.0
Reinigung
5 10.8 0.5 0.0 100.0
o 6 11.3 0.5 95.0 5.0
Equilibrieren
7 14.4 0.5 95.0 5.0

Zur Uberprufung der Transfer-Methode wurde der Vakzinpeptidcocktail einmal mit der
Standardmethode auf der Standardsaule (siehe Abbildung 10 oben) und mit der Transfer-Methode auf
der Optimierungssaule (siehe Abbildung 10 unten) analysiert. An sich konnte das Muster des
Chromatogramms Ubertragen werden. Zuvor getrennte Peptide zeigen allerdings deutliche
Uberlagerungen und die Peaks an sich sind nicht mehr so schmal. Die Basislinie sollte von Beginn an
einen geraden Verlauf aufweisen. Da die Transfer-Methode zwar die Analysenzeit deutlich
herabgesetzt hat, jedoch zu viele andere Nachteile wie den deutlichen Verlust der Auflésung mit sich
bringt, ist diese in dieser Form nicht geeignet. Deshalb werden ausgehend von der Transfer-Methode
weitere Optimierungsarbeiten durchgefihrt.
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Abbildung 10: Analyse des Vakzinpeptidcocktails 1820 mit verschiedenen S&aulen und Methoden.
Injektionsvolumen 10 pl, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Standardsdule und Standardmethode
QC_WRP. Unten: Analyse mit der Optimierungsséaule und der Transfer-Methode.
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Die Steigung wird um 2% herabgesetzt, wodurch auch ein gréReres Gradientenvolumen von 5.8 ml
erreicht wird und die Auflésung verbessert werden sollte. Damit ergibt sich ein Verhéltnis X—G von 5.5
C

und eine Gradientendauer von 11.7 min.

Diese weiter optimierte Methode wird nachfolgend als Gradient lll bezeichnet. Eine Ubersicht tiber die
Parameter des Gradienten-Volumen-Konzepts fur die Methoden QC_WP, Transfer und Gradient Ill ist
in Tabelle 7 gegeben.

Tabelle 7: Berechnung der Parameter des Gradienten-Volumen-Konzepts.

Berechnung erfolgte nach Punkt 1.3.1. Methode QC_WP auf der Standardsaule und die Methoden Transfer und
Gradient Ill auf der Optimierungssaule. Saulenlange L in cm, Durchmesser d in mm, Saulenvolumen V¢ in ml,
Steigung in %/min, Gradientendauer te in min, Fluss F in ml/min und Gradientenvolumen Ve in ml.

L d Ve Steigung te F Ve Z—z
QC_wWpP 0.25 3.0 1.74 1.7 35.0 0.2 7.0 4.0
Transfer 0.15 3.0 1.06 7.1 8.4 0.5 4.2 4.0
Gradient llI 0.15 3.0 1.06 5.1 11.7 0.5 5.8 55

Aufgrund der kurzen Equilibrierzeiten der Transfer-Methode ist eine unruhige Basislinie, besonders zu
Beginn, in dem Chromatogramm zu sehen. Da dies zu Schwierigkeiten bei der Auswertung flhren
kann, missen die Equilibrierzeiten hochgesetzt werden Das optimale Equilibriervolumen wurde von
M. Stieglbauer bestimmt und betragt am Anfang ca. 0.8 ml und am Ende 2.8 ml (Stieglbauer, 2018).

Fur das Equilibriervolumen zu Beginn der Methode von 0.8 ml sind 1.5 Minuten bei einer Flussrate
von 0.5 ml/min notwendig. Deshalb wurde der Schritt zwei auf 1.5 min angehoben. AuRerdem wurde
ein weiterer Schritt eingefiihrt, bei dem die Endbedingung des Gradienten gehalten wird. Dies hat
keinen Einfluss auf die Basislinie, ermdglicht jedoch sehr spat eluierende Peptide eindeutig zu
analysieren, bevor der 100%-Spilpeak zu einem Absenken der Basislinie fuhrt (Stieglbauer, 2018).
Das Spulvolumen mit 100% B wurde um den Faktor 10 auf 3 ml Gber 6 min angehoben und entspricht
ungefahr dem dreifachen Saulenvolumen. Damit werden mdgliche Verschleppungen in nachfolgende
Laufe minimiert. Um eine Gesamtanalysenzeit von 30 Minuten zu erreichen wurde das Equilibrieren
am Ende der Methode ausgedehnt. Die vollstandigen Zeiten der Methode Gradient Il sind der Tabelle
8 zu entnehmen.

Die urspringliche Standardmethode wurde mit einer Saulentemperatur von 30°C gefahren. Ob eine
andere Temperatur geeigneter wéare, wurde mit dem Vakzinpeptidcocktail 1820 uberprift. Die
Saulentemperaturen 20°C, 30°C, 40°C und 50°C wurden getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung
11 abgebildet.

37



Ergebnisse

4-7 20°C
2001 ’L
: 3
i 142 8
1001 | 9
| Bl
L U
0.00- .
47 30°C
200+
] 142 '3 8
1001 l, |9
1 1
o ] \ |
< ow! | A — ~ W -
E
2 47 40°C
(=3
§ 200+
1 142 3 8
1001 | 9
0.00
47 50°C
200+ ‘
] 3
] 142 e 8
1.00: 9
1 |
e B e e
000 200 400 600 800 10.00 1200 14.00 16.00 1800 20.00

Retentionszeit in min

Abbildung 11: HPLC-Chromatogramme des Vakzinpeptidcocktails 1820.

Die Analyse erfolgte mit verschiedenen S&ulentemperaturen auf der Optimierungsséule mit dem Gradienten 5%
bis 65% B, 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Die Auftrennung der Peptide 4 bis 7 wird am meisten
von der Temperatur beeinflusst.

Bei keiner der vier Temperaturen konnen alle neun Peptide vollstandig getrennt werden. Die
Uberlagerungen von den Peptiden vier bis sieben sind bei einer Temperatur von 30°C am stéarksten
ausgepragt. Bei einer Saulentemperatur von 50°C dagegen sind die einzelnen Peptide vier bis sieben
ansatzweise zu erkennen. Die Verwendung von einer Saulentemperatur von 50°C fir einen breiten
Gradienten wurde in Publikationen bereits als geeignet angesehen (Gauger, 2016; Stieglbauer, 2018).

Fur die optimierte Standardmethode, Gradient Ill, wird eine S&ulentemperatur von 50°C festgelegt.
Die endgultige Zusammenstellung dieser Methode ist der Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Gradient Ill.
Optimierte Standardmethode mit einem Gradienten von 5% bis 65% B bei einer Flussrate von 0.5 ml/min, einer
Saulentemperatur von 50°C und einer Gesamtanalysenzeit von 30 min.

Gradient Ill | Schritt Zeit  Flussrate %A %B
Equilibrieren 1 0.0 0.5 95.0 5.0
2 15 0.5 95.0 5.0
Gradient 3 13.2 0.5 35.0 65.0
4 14.0 0.5 35.0 65.0
. 5 14.5 0.5 0.0 100.0
Reinigung
6 20.5 0.5 0.0 100.0
o 7 21.0 0.5 95.0 5.0
Equilibrieren
8 30.0 0.5 95.0 5.0
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In Abbildung 12 ist der der direkte Vergleich der Analyse des Vakzinpeptidcocktails 1820 mit der
Standardmethode QC_WP auf der Standardsaule (oben) und der optimierten Methode Gradient Il auf
der Optimierungssaule (unten) zu sehen. Die Gesamtanalysenzeit konnte halbiert werden, die
Basislinie deutlich ruhiger und sogar die Auflosung konnte verbessert werden. Die Methode Gradient
[l ist somit fir die Routineanalytik geeignet.
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Abbildung 12: Analyse des Vakzinpeptidcocktails 1820 mit verschiedenen S&ulen und Methoden.
Injektionsvolumen 10 pl, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Standardséule und Standardmethode
QC_WHP. Unten: Analyse der Charge 1820 mit der Optimierungssaule und der Methode Gradient Il1.

3.1.4 Festlegung der Optimierungsbereiche

Aufgrund der Diversitat von Peptiden in der HPLC-Analytik ist eine Uberlagerung einzelner Peptide mit
der Methode Gradient Ill mdglich. Diese Methode soll eine Abdeckung aller Peptide ermdglichen,
weshalb ein relativ breiter Gradient notwendig ist und dieser nicht weiter optimiert werden kann. Daher
sind weitere Optimierungsarbeiten notwendig, um Peptide innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails flr
die Quantifizierung auftrennen zu kénnen.

Der Haupttrennbereich der Peptide in der Methode Gradient Il liegt zwischen Minute 5 und 14. Um
nicht zu viel Analysenzeit fir einen Vakzinpeptidcocktail aufwenden zu mussen, werden die Peptide
anhand ihrer Retentionszeiten in nur zwei Bereiche aufgeteilt. Der Bereich | soll Peptide mit
Retentionszeiten von 5 bis 9.5 Minuten und der Bereich Il von 9.5 bis 14 Minuten umfassen. Fir diese
beiden Bereiche sollen Methoden entwickelt werden, welche im Optimalfall bei allen Peptiden eines
Vakzinpeptidcocktails zu einer Basislinien-Trennung fiihren.

Bei einer isokratischen Elution bleibt die Losungsmittelzusammensetzung Uber die gesamte Laufzeit
konstant und eignet sich in diesem Fall nicht fur die Auftrennung eines Vakzinpeptidcocktails. Der
Einbau eines Laufmittelsprungs, also einer Anderung der Laufmittelzusammensetzung innerhalb
kirzester Zeit, fuhrt zu einer unruhigen Basislinie und einem zusétzlichen Ldsungsmittelpeak.
AuRerdem wird die Peakform durch Fronting negativ beeinflusst Ein Laufmittelsprung fir die
Auftrennung von Vakzinpeptidcocktails wird daher nicht weiter untersucht (Stieglbauer, 2018).

Deshalb wird versucht durch Variationen von linearen Gradienten und Temperaturdénderungen eine
Optimierung zu erreichen. Die Flussrate und die stationdre Phase wurden bereits optimiert und
bedirfen keiner weiteren Verbesserung.

Im Folgenden wird eine Gradienten-Methode so beschrieben und abgekurzt:
[Anfangsbedingung]% bis [Endbedingung]% B; z.B. Standardgradient: 5% bis 65% B.
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3.1.5 Optimierung Bereich | — Gradient |

Der Bereich | soll alle Peptide abdecken, welche im Retentionsbereich der Gradient IlI-Methode von 5
bis 9.5 Minuten eluieren. Die optimierte Methode fiir den Bereich | wird als Gradient | bezeichnet. Fur
die Optimierung werden die Vakzinpeptidcocktails 1818 und 1611 verwendet. Beide Cocktails weisen,
wie in Abbildung 13 und Abbildung 14 dargestellt, deutliche Uberlagerungen im Bereich | auf, welcher
durch die blaue Markierung unter der x-Achse gekennzeichnet ist, auf. Die genaue Zusammensetzung
der Cocktails sowie allgemeine Angaben kénnen Tabelle 9 und Tabelle 10 entnommen werden. Die
einzelnen Peptide unterscheiden sich innerhalb ihrer Eigenschaften deutlich, womit ein breites
Spektrum an Peptiden verschiedenster Langen und Massen wahrend der Optimierungsarbeiten
abgedeckt werden kann.
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Abbildung 13: HPLC-Chromatogramm des Vakzinpeptidcocktails 1818.

Die Analyse erfolgte mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungssaule. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion
bei 220 nm. Die ersten finf Peptide zeigen eine Mehrfachiiberlagerung. Die Peptide sechs und sieben liegen
vollstéandig Uberlagert vor. Die restlichen Peptide liegen als Einzelpeptide vor. Alle Peptide eluieren im Bereich der
Gruppe | (blau).

Der Vakzinpeptidcocktail 1818 besteht aus neun Peptiden mit 9 bis 20 Aminoséauren und beinhaltet
sowohl stark hydrophile als auch hydrophobe Peptide. Im Chromatogramm zeigt er eine
Mehrfachiiberlagerung der ersten fiinf Peptide sowie eine vollstandige Uberlagerung der Peptide Nr. 6
und 7 mit der Methode Gradient Ill. Nur zwei der neun Peptide liegen als Einzelpeptide vor. Deshalb
kann die Auflésung der meisten Peptide nicht berechnet werden. Die Retentionszeiten liegen in dem
Bereich von 6.55 min bis 9.35 min.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1818.

Neun Peptide mit 0.6 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 5.4 mg/ml, gel6st in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min,
Auflésung R. Fur mit — gekennzeichnete Zeilen konnte die Auflésung nicht berechnet werden.

NI Peptid- Sequenz Anzahl AS Molmasse  GRAVY RT R
bezeichnung

1 CLL22 DTGS 16 1712.87 -1.087 6.55 i
2 172027 SPRA 9 830.42 -0.411 6.64 .
3 165001 APRK 9 1010.59 11578 6.65 .
4 CLL20 VKKM 13 1611.87 -1.069 6.74 .
5 165013 GPKG 9 880.48 -0.344 6.91 .
6 154252 KPRA 10 1051.61 -0.640 766 45
7 CLL18 APSQT 20 2170.21 -0.970 7.58 .
8 CLL21 YVSL 11 1278.61 0.164 8.48 5.4
9 165012 SILED 9 969.50 0.111 9.35 6.4
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Der Vakzinpeptidcocktail 1611 besteht aus 10 Peptiden, wobei die Halfte der Peptide (eins bis funf) im
Optimierungsbereich | und die andere Halfte (sechs bis zehn) im Bereich Il eluieren (siehe Abbildung
14). Fur diese Optimierung werden nur die Peptide im Bereich | untersucht. Sie weisen Langen von 9
bis 18 Aminosauren auf und unterscheiden sich in ihrer Molmasse und Hydrophobizitat. Dabei zeigen
die Peptide mit den Nummern eins bis vier eine Mehrfachiiberlagerung, nur das Peptid funf liegt in
diesem Bereich als Einzelpeptid vor. Deshalb konnte die Auflosung der meisten Peptide nicht
berechnet werden. Die Retentionszeiten liegen in dem Bereich von 8.18 min bis 9.17 min.
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Abbildung 14: HPLC-Chromatogramm des Vakzinpeptidcocktails 1611.

Die Analyse erfolgte mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungsséaule. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion
bei 220 nm. Die ersten vier Peptide zeigen eine Mehrfachiiberlagerung. Die Peptide sechs und sieben sowie acht
und neun liegen nahezu vollstéandig Uberlagert vor. Die restlichen Peptide liegen als Einzelpeptide vor. Die
Peptide eins bis fiinf eluieren im Bereich der Gruppe | (blau), die Peptide sechs bis zehn in Gruppe Il (griin).

Tabelle 10: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1611.

10 Peptide mit 0.826 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 8.26 mg/ml, geldst in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min, Auflésung
R.

NT. Peptid- Sequenz Anzahl AS  Molmasse  GRAVY RT R
bezeichnung

1 MTS1 GLPS 10 850.46 0.300 8.18 -
2 PCD1 GLDP 9 996.54 -1.778 8.31 0.9
3 EIF4E RLIS 9 1077.63 0.211 8.42 -
4 BIR2 TLGE 15 1788.98 -1.060 8.51 -
5 BCA5 VKVN 18 2063.14 0.039 9.17 -
6 GRI VLIQ 9 996.59 1.244 9.98 6.0
7 DCA1 KLGD 10 1118.64 1.064 9.99 -
8 HBV FLPS 10 1154.57 0.810 11.08 -
9 BCA2 ALWA 9 1071.55 0.389 11.18 -
10 ELO1 YLPT 9 1099.60 1.456 11.99 -
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3.1.5.1 Variation des Losungsmittelgradienten

Fur die Variation des Losungsmittelgradienten wird der Methodenaufbau von Gradient Ill als Vorlage
herangezogen und die Variablen X fiir die Anfangsbedingung des Gradienten sowie Y fiur die
Endbedingung variiert (vgl. Tabelle 11). Die Flussrate bleibt dabei unverandert und die
Saulentemperatur von 50°C wird erst einmal Ubernommen und im zweiten Teil der Optimierung
genauer untersucht.

Tabelle 11: Grundmethode fiir die Optimierung.

Beginnend mit konstanter Bedingung von X% B Uber 1.5 Minuten, anschlieRend Anstieg von X% B bis Y% B
(Gradient). Haltezeit von Y% B von ca. 1 Minute. Sechs-minttiger Reinigungsschritt mit 100% B und Equilibrieren
mit X% B fur die Folgeinjektion uber 9 Minuten. Die Flussrate betragt 0.5 ml/min, einer Saulentemperatur von
50°C und einer Gesamtanalysenzeit von 30 min.

Schritt Zeit Flussrate %A %B
Equilibrieren 1 0.0 0.5 100-X X
2 15 0.5 100-X X
Gradient 3 13.2 0.5 100-Y Y
4 14.0 0.5 100-Y Y
. 5 14.5 0.5 0.00 100
Reinigung
6 20.5 0.5 0.00 100
o 7 21.0 0.5 100-X X
Equilibrieren
8 30.0 0.5 100-X X

Zunachst werden die beiden Vakzinpeptidcocktails mit verschieden breiten Gradienten analysiert.
Dabei wird vor allem darauf geachtet, wie viele Peptide bei welcher Breite eluieren, um eine erste
Orientierung zu erlangen. Fur den Cocktail 1818 sollen alle neun Peptide zu sehen sein, bei 1611 nur
die ersten funf.
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Abbildung 15: HPLC-Chromatogramme der VPCs 1818 und 1611 mit verschieden breiten Gradienten.

Die Analyse erfolgte auf der Optimierungssdule. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Links:
Vakzinpeptidcocktail 1818. Rechts: Vakzinpeptidcocktail 1611. Von oben nach unten: Analyse mit dem
Gradienten 2% bis 30% B (schwarz), 5% bis 30% B (lila), 5% bis 40% B (grau), 5% bis 50% B (griin). Je
nachdem wie breit der Gradient ist, eluieren unterschiedlich viele Peptide.

Durch VergroRerung der Breite und damit der Steilheit der Gradienten wird die Elution im vorliegenden
System beschleunigt. Die Retentionszeiten verschieben sich teils deutlich durch Erhéhen nach vorne.
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So eluiert zum Beispiel das Peptid eins von 1611 bei einem Gradienten von 5% bis 20% B erst nach
14.4 min und bei 5% bis 50% B bereits nach 8.9 min (vgl. Abbildung 15).

Ab einer Breite des Gradienten von 25%, was einer Steigung von 2.1%/min entspricht, eluieren alle
gewilinschten Peptide. Bei dem Gradienten 5% bis 20% B sind bei dem Vakzinpeptidcocktail 1818 die
Peptide eins bis acht zu sehen und bei 1611 eins bis drei. Allerdings eluieren bei dem Gradienten 5%
bis 30% B bei 1611 bereits die ersten sieben Peptide. Deshalb wird der Bereich der Breiten zwischen
15% und 25% genauer untersucht.

Bevor jedoch die Breite bestimmt wird, muss die Anfangsbedingung des Gradienten festgelegt
werden. Dabei hat sich bewahrt, dass die ersten interessierenden Peaks erst nach der ca. zwei- bis
dreifachen Totzeit nach dem Lésungsmittelpeak eluieren (Kromidas, 2014). Bisher betragt die Totzeit
ca. 1.5 min, dementsprechend sollten die ersten Peaks frihestens ab Minute 4.5 eluieren. Da die
friheste Retentionszeit der Peptide innerhalb der Cocktails 6.6 min (1818, Peptid 1) betrégt, muss ein
entsprechender Puffer fur friher eluierende Peptide beachtet werden. Leider stand kein Cocktail mit

Peptiden, welche kleinere Retentionszeiten aufweisen, zur Verfigung.

Da die Startbedingung von 5% B der Standardbedingung fur den Grof3teil der Peptide geeignet ist,
wird diese nur minimal nach oben variiert. Sie wird um 1% bzw. 2% auf 6% B und 7% B angehoben.

Dabei wird die Endbedingung von 30% zunachst beibehalten.
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Abbildung 16: HPLC-Chromatogramme der VPCs 1818 und 1611 mit verschiedenen Anfangsbedingungen
des Gradienten.
Die Analyse erfolgte auf der Optimierungssaule. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Links:
Vakzinpeptidcocktail 1818. Rechts: Vakzinpeptidcocktail 1611. Von oben nach unten: Analyse mit dem
Gradienten 5% bis 30% B (schwarz), 6% bis 30% B (blau), 7% bis 30% B (grau). Die schwarze senkrechte Linie
kennzeichnet jeweils den Bereich ab Minute finf.

Wie in Abbildung 16 zu erkennen, eluieren die Peaks friiher je hdher die Anfangsbedingung des
Gradienten ist. Dabei sollen die Peptide nicht vor Minute finf eluieren, um einen entsprechenden
Abstand zum Losungsmittelpeak zu gewahrleisten (siehe Markierung in Abbildung 16). Es ist deutlich
zu erkennen, dass friher eluierenden Peptide, wie beispielsweise die Peptide eins bis finf von 1818,
die beim Gradient Ill zwischen Minute sechs und sieben eluieren, starker von der Anfangsbedingung
beeinflusst werden als spater eluierende. Bei dem Vakzinpeptidcocktail 1611 ist die Auftrennung der
einzelnen Peaks bei allen drei Anfangsbedingungen nahezu gleich. Auch die Retentionszeiten
veréndern sich nur gering, so liegt diese beim ersten Peptid bei 5% B bei 11.3 min, bei 6% B bei
11.0 min und bei 7% B bei 10.6 min. Nur die ersten funf Peptide des Cocktails 1818 zeigen deutliche
Unterschiede in den jeweiligen Chromatogrammen. Das erste Peptid eluiert bei 5% B nach 7.6 min
nach, bei 6% B nach 6.9 min und bei 7% B bereits nach 6.0 min. Die Auftrennung und die Peakform
der ersten funf Peaks sind bei der Anfangsbedingung von 6% B am besten. Wie zuvor erwéhnt, muss
noch ein entsprechender Puffer fur friiher eluierende Peaks bedacht werden. Deswegen wird die
Anfangsbedingung der Gradienten fur den Bereich | auf 6% B festgelegt.
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Im néchsten Schritt wird die Steigung, damit auch Endbedingung, des Gradienten untersucht. Dabei
werden die Gradienten 6% bis 20% B bis 6% bis 30% B in 2%-Schritten Uberpruft. Ein Bereich von
1.2%/min bis 2.1%/min wird dabei abgedeckt. Dabei wird sowohl die Retentionszeit als auch die
Auftrennung der einzelnen Peaks betrachtet.
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Abbildung 17: HPLC-Chromatogramme der VPCs 1818 und 1611 mit verschieden steilen Gradienten.

Die Analyse erfolgte mit verschiedenen Endbedingungen des Gradienten auf der Optimierungssaule. 10 pl
Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Links: Vakzinpeptidcocktail 1818. Rechts: Vakzinpeptidcocktail 1611.
Von oben nach unten: Analyse mit dem Gradienten 6% bis 20% B (schwarz), 6% bis 22% B (lila), 6% bis 24% B
(blau), 6% bis 26% B (grau), 6% bis 28% B (griin) und 6% bis 30% (dunkelblau).

Die Anfangsbedingung hat einen groRRen Einfluss auf die friih eluierenden Peaks, wobei die
Endbedingung die spéat eluierenden Peaks beeinflusst. Dies ist auch in Abbildung 17 zu erkennen. Die
ersten Peptide des Cocktails 1818 verandern ihre Retentionszeiten kaum. Die Retentionszeit des
Peptids 1 andert sich von 7.4 min auf 6.9 min Uber 10% Unterschied, wobei das Peptid acht bei 6%
bis 20% B nach 15.8 min und bei 6% bis 30% B schon nach 11.9 min eluiert. Bei dem
Vakzinpeptidcocktail 1611 sind ebenfalls deutliche Anderungen in den Retentionszeiten zu sehen. Die
Retentionszeit des Peptids eins wandert um ca. vier Minuten von 14.1 min auf 11.0 min. Au3erdem
sind nur bei den Gradienten 6% bis 24% B und 6% bis 26% B alle fiinf gewlinschten Peaks zu sehen.
Bei den flacheren Gradienten eluieren nur die Peptide eins bis vier und bei den steileren Gradienten
die Peptide eins bis sieben.

Neben den Anderungen der Retentionszeiten sind auch Unterschiede in der Auftrennung der
einzelnen Peptide zu verzeichnen. Deswegen werden die Chromatogramme der Gradienten 6% bis
24% B und 6% bis 26% B genauer betrachtet.
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Abbildung 18: HPLC-Chromatogramme der VPCs 1818 und 1611 mit den Gradienten 6% bis 24% B und
6% bis 26% B.

Die Analyse erfolgte mit der Optimierungssaule. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Links: Analyse
des Vakzinpeptidcocktails 1818 mit dem Gradienten 6% bis 24% B (blau) und dem Gradienten 6% bis 26% B
(grau). Die ersten zwei Peptide Uberlappen (Pfeil). Rechts: Analyse des Vakzinpeptidcocktails 1611 mit dem
Gradienten 6% bis 24% B (blau) und dem Gradienten 6% bis 26% B (grau). Der Abstand des letzten Peptids zum
Spulpeak ist markiert.

Im direkten Vergleich der beiden Gradienten ist der Abstand des jeweils letzten Peaks zum Spulpeak
deutlich unterschiedlich (vgl. Abbildung 18). Er betrégt bei dem Gradienten 6% bis 24% B ca. 1.0 min
(1811) und 0.6 min (1611), bei dem Gradienten 6% bis 26% B ca. 1.8 min (1811) und 1.5 min (1611).
Bei dem Vakzinpeptidcocktail 1611 sind in Hinblick auf die Trennung der einzelnen Peaks kaum
Unterschiede zwischen den beiden Gradienten zu erkennen. Lediglich der Abstand des letzten Peaks
zum stark ausgeprégten Spulpeak, welcher die restlichen funf Peptide des Cocktails von der Saule
gespllt hat, ist unterschiedlich breit. Die ersten finf Peptide des Vakzinpeptidcocktails 1818 weisen
leichte Uberlagerungen auf. Die beiden ersten Peptide, welche mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet
wurden, zeigen bei dem Gradienten 6% bis 24% B eine leichte Verbesserung der Trennung. Da dies
optisch schwer zu erkennen ist, wurden die chromatographischen KenngréRen Auflésung und
Peaksymmetrie berechnet (siehe Tabelle 12).

Fir den Vakzinpeptidcocktail 1818 wurden die Auflésung und der Symmetriefaktor der beiden
Gradienten flr alle neun Peptide berechnet. Dabei wird deutlich, dass die Auflésung der ersten beiden
Peaks mit dem Gradienten 6% bis 24% B hoher ist und damit die Peaks weiter voneinander getrennt
vorliegen. Allgemein sind die meisten Werte der Auflésung bei diesem Gradienten verbessert worden.
Die Peaksymmetrien sind mal bei dem einen, mal bei dem anderen Gradienten besser und deshalb
nicht ausschlaggebend fir eine Entscheidung. Aufgrund der detaillierten Auswertung wurde der
Gradient 6% bis 24% B fiir die Methode Gradient | festgelegt.

Tabelle 12: Vergleich der Gradienten 6% bis 24% B und 6% bis 26% B des Vakzinpeptidcocktails 1818.
RT in min, Berechnung der Auflésung R und des Symmetriefaktors T nach Punkt 1.3.2.

6% bis 24% B 6% bis 26% B
1818
RT R T RT R T
CLL22 7.08 - - 7.02 - -
172027 | 734 11 - 7.24 0.9 -
165001 | 808 38 121 | 7.87 35  1.21
CLL20 828 12 164 | 810 14 144

165013 8.79 2.8 1.06 8.51 2.5 1.06
154252 11.74 3.7 1.11 11.19 3.5 1.06
CLL18 11.06 14.7 1.57 10.62 13.8 1.31
CLL21 13.77 12.7 1.43 13.05 12.9 1.19
165012 16.22 134 1.30 15.28 12.0 1.60
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Da der Spilpeak sehr kurz nach dem letzten eluierenden Peptid zu sehen ist, kann dies bei der
Auswertung zu Problemen fuhren. Deswegen soll im weiteren Schritt der Spllpeak weiter nach hinten
verschoben werden, um ihn deutlich von den gewilnschten Peaks zu trennen. Dafir wird die Haltezeit
der Endbedingung von 24% B innerhalb der Methode angepasst. Es werden vier verschiedene
Variationen mit Haltezeiten von +1, +2, +3 und +4 Minuten, wie in Tabelle 13 aufgelistet, untersucht.
Die Zeit des Spilens und des Equilibrierens wurden dabei ebenfalls angepasst, um auf eine
Gesamtanalysenzeit von 30 Minuten zu kommen.

Tabelle 13: Gradient 6% bis 24% B.
Variationen der Methode mit dem Gradienten von 5% bis 65% B in der Haltezeit der Endbedingung von 65% B
von +1 bis +4 Minuten. Flussrate 0.5 ml/min, S&ulentemperatur 50°C und Gesamtanalysenzeit 30 min.

Gradient . Fluss- o . Time | Time | Time | Time
6% - 24% B Schritt rate O0A %B Zeit +1 +2 +3 4
Equilibrieren 1 0.5 94.0 6.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

2 0.5 94.0 6.0 15 1.5 15 15 15
Gradient 3 0.5 76.0 24.0 13.2 | 13.2| 132 | 132 | 132
4 0.5 76.0 24.0 140| 150| 16.0| 17.0| 18.0
- 5 0.5 0.0 100.0 145 | 155 16.5 17.5 18.5
Reinigung
6 0.5 0.0 100.0 205 | 205 | 215 | 225 | 235
. 7 0.5 94.0 6.0 21.0| 21.0| 220 | 23.0| 24.0
Equilibrieren
8 0.5 94.0 6.0 30.0| 30.0| 30.0| 30.0| 30.0

Die Ergebnisse der Variation der Haltezeit der Endbedingung sind nur flr den Vakzinpeptidcocktail
1611 gezeigt, da bei diesem der Spullpeak deutlich zu erkennen ist und eine Auswertung somit
vereinfacht wird.

Wie in Abbildung 19 erkennbar, ist ein deutlicher Unterschied des Abstands vom letzten Peak zum
Spillpeak zwischen den Chromatogrammen zu sehen. Durch die Verlangerung der Haltezeit der
Endbedingung um eine Minute wurde der Abstand zum Spilpeak ebenfalls um ca. eine Minute
verlangert und betragt nun 1.8 min.

Dabei fallt auf, dass dieser Abstand bei den Haltezeiten +2 min, +3 min und +4 min fast identisch ist
und nicht weiter zunimmt. Er betragt bei allen drei ca. 2.1 min. Um bei der Auswertung eines
Chromatogramms eine eindeutige Unterscheidung zwischen Peptidpeak und Spulpeak treffen zu
kénnen, ist ein Abstand von ca. 2 min ausreichend. Deswegen wird die Haltezeit der Endbedingung in
der Methode Gradient | um 2 Minuten verlangert. Der Auswertebereich eines Chromatogramms wird
mit diesen Zeiten auf einen Bereich von 5 bis 18 Minuten festgelegt. Innerhalb dieser 13 Minuten
eluieren alle bisher analysierten Peptide.
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Abbildung 19: HPLC-Chromatogramme des Vakzinpeptidcocktails 1611.
Die Analyse erfolgte mit dem Gradient 6% bis 24% B auf der Optimierungssaule. Die Haltezeit der Endbedingung
des Gradienten wurde von + 1 bis + 4 min variiert. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Der Abstand

des letzten Peaks zum Spulpeak ist markiert.
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In der Tabelle 14 ist die Methode Gradient | flir den Optimierungsbereich | der Peptide, welche bei der
Methode Gradient Il zwischen 5 und 9.5 Minuten eluieren, zu sehen.

Tabelle 14: Gradient I.
Optimierte Methode fiir die Gruppe | mit einem Gradienten von 6% bis 24% B bei einer Flussrate von 0.5 ml/min,
einer Saulentemperatur von 50°C und einer Gesamtanalysenzeit von 30 min.

Gradient | Schritt Zeit  Flussrate %A %B
Equilibrieren 1 0.0 0.5 94.0 6.0
2 15 0.5 94.0 6.0
Gradient 3 13.2 0.5 76.0 24.0
4 16.0 0.5 76.0 24.0
. 5 16.5 0.5 0.0 100.0
Reinigung
6 215 0.5 0.0 100.0
o 7 22.0 0.5 94.0 6.0
Equilibrieren
8 30.0 0.5 94.0 6.0
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3.1.5.2 Variation der Saulentemperatur

Um den Einfluss der Saulentemperatur auf die optimierte Methode Gradient | zu untersuchen, werden
ebenfalls die Vakzinpeptidcocktails 1818 und 1611 herangezogen.

Wie unter Punkt 1.3.3 beschrieben, ist es nicht méglich, allgemein giiltige Regeln fiir den Einfluss der
Temperatur auf die HPLC-Trennung aufzustellen. In dem vorliegenden System sind Limitationen
durch die HPLC-Anlage selbst gesetzt. Der Saulenofen kann auf maximal 65°C, in 1°C-Schritten,
geheizt werden. Die Siedepunkte der verwendeten mobilen Phase wiirden Temperaturen bis 80°C
zulassen (100°C fur Wasser und 82°C Acetonitril). Die Kieselgelsdulen mit chemisch gebundenen
Phasen wirden ebenfalls Temperaturen bis 80°C bei niedrigem pH aushalten (Waters, 2013b). Der
Temperatureinfluss auf die Trennleistung der Methode Gradient | wird im Bereich von 30°C bis 60°C,
in 10°C-Schritten, untersucht.
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Abbildung 20: HPLC-Chromatogramme der VPCs 1818 und 1611 bei verschiedenen Temperaturen.

Die Analyse erfolgte mit verschiedenen S&ulentemperaturen auf der Optimierungsséule mit dem Gradienten 6%
bis 24% B. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Links: Vakzinpeptidcocktail 1818. Rechts:
Vakzinpeptidcocktail 1611. Von oben nach unten: Analyse mit einer Séulenofentemperatur von 30°C (schwarz),
40°C (lila), 50°C (blau) und 60°C (grau).

Wie die Versuchsreihe in Abbildung 20 zeigt, eluieren die Peaks mit ansteigender
Saulenofentemperatur entsprechend friher. Dies ist bei friher eluierenden Peptiden (vgl. Abbildung
20 links) starker ausgepragt als bei spater eluierenden (vgl. Abbildung 20 rechts). Je héher die
Saulenofentemperatur desto besser ist die Auflésung der ersten beiden Peaks des Cocktails 1818.
Allerdings nimmt bei 60°C die Trennleistung der Peaks drei und vier deutlich ab. Die Peakform
verbessert sich ebenfalls mit steigender Temperatur, sie wird deutlich schmaler. Allerdings ist auch
dort bei der Temperatur von 60°C eine Verschlechterung beim Cocktail 1818 in Bezug auf die Peaks
eins und zwei zu erkennen. Diese zeigen bei der héchsten untersuchten Temperatur ein deutliches
Fronting. Ein Abbau oder eine Zersetzung der Peptide scheint bei diesen Temperaturen nicht
stattgefunden zu haben. Es sind keine zusétzlichen Peaks zu erkennen. Um die
Entscheidungsfindung zu erleichtern, werden fur die Temperaturen 50°C und 60°C die
chromatographischen Kenngrof3en Auflésung und Peaksymmetrie fiir beide Cocktails bestimmt (siehe
Tabelle 15).
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Tabelle 15: Vergleich der Saulentemperaturen 50°C und 60°C der Vakzinpeptidcocktails 1611 und 1818.
RT in min, Berechnung der Aufldsung R und des Symmetriefaktors T nach Punkt 1.3.2.

50°C 60°C
NE Peptid- RT R T | RT R T
ezeichnung
1 wMTS1 12.65 - 14 12.34 - 14
2 PpCD1 13.31 31 16 12.85 26 16
1611 3  EIF4E 13.80 26 15 13.21 1.9 15
4 BIR2 14.55 42 14 13.87 35 13
5 BCA5 16.75 124 14 16.34 127 14
1 cCLL22 7.08 - - 6.57 S
2 172027 7.34 1.1 - 6.82 09 -
3 165001 8.08 3.8 : 7.74 42 -
1818 4  CLL20 8.28 1.2 - 7.87 07 -
5 165013 8.79 32 11 844 34 11
6 154252 11.74 4.0 1.0 11.43 38 1.0
7 CLL18 11.06 141 14 10.82 156 15
8 cCLL21 13.77 126 1.3 13.42 138 1.3
9 165012 16.22 134 13 16.00 152 1.3

Durch die Berechnung der Auflosung R wird deutlich, dass die Trennleistung bei 50°C am besten ist.
Dabei ist eine Auflésung von 1.5 ausreichend und wird allgemein als basisliniengetrennt angesehen.
Besonders fur die ersten funf Peaks des Cocktails 1818 wurde diese erkennbar, wenn auch nicht
ausreichend, verbessert. Die Peaksymmetrie ist bei dem Cocktail 1611 bei einer Temperatur von 60°C
besser, fir 1818 jedoch minimal schlechter. Dabei ist zu beachten, dass fir die ersten vier Peaks des
Cocktails 1818 keine Symmetriefaktoren aufgrund der Uberlagerungen bestimmt werden konnten.
Optisch ist allerdings zu erkennen, dass die Symmetrie bei einer Saulenofentemperatur von 50°C, vor
allem fur die ersten beiden Peaks, besser ist.

Zusammenfassend betrachtet ist die Auftrennung und Peakform bei der Saulenofentemperatur von
50°C am geeignetsten und wir deshalb fir die Methode Gradient | festgelegt.

Abschlieend zur Optimierung der Methode Gradient | werden die Chromatogramme der
Vakzinpeptidcocktails 1818 und 1611 direkt mit denen der Methode Gradient Ill in Vergleich gesetzt.

Zusatzlich werden die Retentionszeiten und Werte der Aufldsung und Symmetrie tabellarisch zum
Vergleich dargestellt.
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Abbildung 21: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1611 mit den Methoden Gradient Ill und I.

10 pyl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungsséaule. Es werden nur Peptide, die im Bereich der Gruppe | eluieren betrachtet. Die ersten vier
Peptide zeigen eine Mehrfachiiberlagerung. Das Peptid funf liegt als Einzelpeptid vor. Unten: Analyse mit der
Methode Gradient | auf der Optimierungssaule. Es werden nur Peptide, die im Bereich bis Minute 18 eluieren
betrachtet. Alle fiinf Peptide liegen als Einzelpeptide vor.

Fir den Vakzinpeptidcocktail 1611 konnte eine klar erkennbare Verbesserung durch die
Optimierungsarbeiten erzielt werden. Die Mehrfachiberlagerung der ersten vier Peptide mit der
Methode Gradient Il konnte durch die optimierte Methode Gradient | komplett aufgetrennt werden.
Dabei liegen nun alle funf Peptide basisliniengetrennt als Einzelpeaks vor (vgl. Abbildung 21).

Die Retentionszeiten sind bei Gradient | dementsprechend groRer als bei Gradient Ill. Die Auflésung
konnte fir alle Peaks berechnet werden und liegt bei diesen deutlich Uber 1.5 - somit
basisliniengetrennt Die Symmetriefaktoren liegen mit 1.36 bis 1.57 in einem akzeptablen Bereich (vgl.
Tabelle 16). Eine Quantifizierung aller Peptide wére mit der optimierten Methode méglich.

Tabelle 16: Vergleich der Methoden Gradient Il und Gradient | an dem Vakzinpeptidcocktail 1611.
RT in min, Angabe der ersten vier Aminosauren der Sequenz. Berechnung der Auflésung R und des
Symmetriefaktors T nach Punkt 1.3.2. Mit — gekennzeichnet konnte nicht berechnet werden.

Charge | Nr. bezZ?(r:)f:Ir(ljl; ng Sequenz  RTograd 1 Rarad m RTcradi  Roradi Torad |
1 MTS1 GLPS 8.18 - 12.65 - 1.36

2 PCD1 GLDP 8.31 0.9 13.31 3.1 1.57

1611 3 EIF4E RLIS 8.42 = 13.80 2.6 1.50
4 BIR2 TLGE 8.51 - 14.55 4.2 1.37

5 BCA5 VKVN 917 ; 16.75 124 1.44

Fur den Vakzinpeptidcocktail 1818 konnte ebenfalls eine klar erkennbare Verbesserung durch die
Optimierungsarbeiten erzielt werden.
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Abbildung 22: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1818 mit den Methoden Gradient Ill und I.

10 pyl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungsséaule. Die ersten funf Peptide zeigen eine Mehrfachiiberlagerung. Die Peptide sechs und sieben
Uiberlagern vollstandig. Die Peptide acht und neun liegen als Einzelpeptide vor. Unten: Analyse mit der Methode
Gradient | auf der Optimierungssaule. Die Peptide eins und zwei und drei und vier weisen eine leichte
Uberlagerung am Peakful3 auf. Alle anderen Peptide liegen als Einzelpeptide vor.

Die Mehrfachiberlagerung der ersten funf Peptide mit der Gradient IlI-Methode konnte durch die
optimierte Methode Gradient | fast vollstandig aufgetrennt werden. Allerdings wurde dabei nicht fur alle
Peptide eine Basislinien-Trennung erreicht. Die vollstandige Uberlagerung der Peptide sechs und
sieben konnte jedoch aufgetrennt werden, so dass beide als Einzelpeaks vorliegen (vgl. Abbildung
22).

Die Retentionszeiten der einzelnen Peptide sind bei Gradient | groer als bei Gradient Ill. Die
Retentionszeitdifferenzen konnten deutlich erhéht werden. Die Auflésung konnte fiir alle Peaks
berechnet werden. Die Werte liegen bei den Peptiden eins und zwei, drei und vier bei 1.1 und 1.2 und
damit < 1.5 (vgl. Tabelle 17). Fir eine Quantifizierung ware mindestens eine Auflésung von 1.25
notwendig (Meyer, 2009).

Tabelle 17: Vergleich der Methoden Gradient Ill und Gradient | an dem Vakzinpeptidcocktail 1818.
RT in min, Angabe der ersten vier Aminosauren der Sequenz. Berechnung der Auflésung R und des
Symmetriefaktors T nach Punkt 1.3.2. Mit — gekennzeichnet konnte nicht berechnet werden.

Charge Nr bezF;?cF:)ftllr?L_mg Sequenz RTeradm  Rorad i RTGrad Rorad | Terad |
1 CLL22 DTGS 6.55 - 7.08 - -
2 172027 SPRA 6.64 - 7.34 1.1 -
3 165001 APRK 6.65 s 8.08 3.8 -
4 CLL20 VKKM 6.74 - 8.28 1.2 -
1818 5 165013 GPKG 6.91 - 8.79 3.2 1.06
6 154252 KPRA 7.66 4.5 11.74 4.0 1.00
7 CLL18 APSQT 7.58 - 11.06 14.1 1.37
8 CLL21 YVSL 8.48 5.4 13.77 12.6 1.31
9 165012 SILED 9.35 6.4 16.22 12.0 1.30
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3.1.6 Optimierung Bereich 2 — Gradient Il

Der Optimierungsbereich Il soll alle Peptide abdecken, welche im Retentionsbereich der Gradient Ill-
Methode von Minute 9.5 bis 14 eluieren. Die optimierte Methode fiir den Bereich Il wird als Gradient I
bezeichnet. Fir die Optimierung werden die Vakzinpeptidcocktails 1401 und 1611 sowie der SST-Mix
verwendet. Beide Cocktails weisen, wie in Abbildung 23 und Abbildung 24 dargestellt, deutliche
Uberlagerungen im Bereich I, welcher durch eine griine Markierung unter der x-Achse
gekennzeichnet ist, auf. Die genaue Zusammensetzung der Cocktails sowie allgemeine Angaben
kénnen Tabelle 18 und Tabelle 19 entnommen werden. Die einzelnen Peptide unterscheiden sich
innerhalb ihrer Eigenschaften deutlich, womit ein breites Spektrum an Peptiden wahrend der
Optimierungsarbeiten abgedeckt werden kann.

Die Optimierungsarbeiten der Gradienten | und Il wurden zeitgleich durchgefunhrt.
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Abbildung 23: HPLC-Chromatogramm des Vakzinpeptidcocktails 1401 mit der Methode Gradient .

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Die Analyse erfolgte mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungsséule. Die Peptide zwei bis vier und neun und zehn zeigen Uberlagerung auf. Die restlichen Peptide
liegen als Einzelpeptide vor.

Der Vakzinpeptidcocktail 1401 besteht aus zehn Peptiden von denen die Halfte (eins bis funf) im
Optimierungsbereich | und die andere Halfte (sechs bis zehn) im Bereich Il eluieren (vgl. Abbildung
23). Fur diese Optimierung werden nur die Peptide sechs bis zehn untersucht. Die Peptide sind dabei
alle hydrophob, da sie starkere Interaktionen mit der stationdren Phase eingehen und die
Retentionszeiten in einem Bereich von 9.98 min bis 11.08 min dementsprechend spét sind (siehe
Tabelle 18).

Tabelle 18: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1401.

10 Peptide mit 0.826 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 8.26 mg/ml, geldst in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min, Auflésung
R. Mit — gekennzeichnet konnte nicht berechnet werden.

N Peptid- Sequenz Anzahl AS  Molmasse GRAVY RT R
bezeichnung

1 NRCAM GLWH 9 110554  -0.822 7.90 -
2 EIFAE RLIS 9 1077.63 0.211 8.42 -
3 KCN ALSV 9 957.57 0.989 8.51 -
4 BIR2 TLGE 15 1788.98  -1.060 8.51 -
5 PTP KVFA 9 930.56 1.211 9.30 -
6 GRI VLIQ 9 996.59 1.244 998 6.1
7 NLGN4X NLDT 9 1068.52 0.444 1043 41
8 PTP FLLP 12 1274.68 0.783 10.98 2.0
9 UPS11 MLFG 11 1211.68 1.682 10.62 -
10 HBV FLPS 10 1154.57 0.810 11.08 -
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Wie in Abbildung 24 zu erkennen weisen die Peaks im Optimierungsbereich Il deutliche
Uberlagerungen auf. Dabei Uberlagern die Peptide sechs und sieben komplett und die Peptide acht
und neun teilweise. Nur das Peptid 10 liegt in diesem Bereich als Einzelpeptid vor.
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Abbildung 24: HPLC-Chromatogramm des Vakzinpeptidcocktails 1611 mit der Methode Gradient .

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Die Analyse erfolgte mit der Methode Gradient 1l auf der
Optimierungssaule. Die Peptide eins bis vier, sechs und sieben, acht und neun zeigen Uberlagerung auf. Die
Peptide funf und 10 liegen als Einzelpeptide vor.

Es konnte daher nur die Auflésung zwischen den Peptiden funf und sechs berechnet werden, welche
fur die Optimierungsarbeiten allerdings keine Rolle spielt. Die Retentionszeiten liegen in einem
Bereich von 9.98 min bis 11.99 min (vgl. Tabelle 19).

Tabelle 19: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1611.

10 Peptide mit 0.826 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 8.26 mg/ml, geldst in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min, Auflésung
R. Mit — gekennzeichnet konnte nicht berechnet werden.

N Peptid- Sequenz Anzahl AS  Molmasse  GRAVY RT R
bezeichnung

1 MTS1 GLPS 10 850.46 0.300 8.18 -
2 PCD1 GLDP 9 996.54 -1.778 8.31 0.9
3 EIFAE RLIS 9 1077.63 0.211 8.42 -
4 BIR2 TLGE 15 1788.98 -1.060 8.51 -
5 BCAS5 VKVN 18 2063.14 0.039 9.17 -
6 GRI VLIQ 9 996.59 1.244 9.98 6.0
7 DCA1 KLGD 10 1118.64 1.064 9.99 -
8 HBV FLPS 10 1154.57 0.810 11.08 -
9 BCA2 ALWA 9 1071.55 0.389 11.18 -
10 ELO1 YLPT 9 1099.60 1.456 11.99 -

Der SST-Mix besteht aus drei Peptiden, welche den Retentionszeitenbereich von 10.03 min bis
12.74 min abdecken und damit innerhalb des Optimierungsbereich Il liegen (siehe Abbildung 25). Er
weist keinerlei Uberlagerungen in der Methode Gradient Il auf und wird fur diese auch fiir den
monatlichen System Suitability Test verwendet. Da der SST-Mix das Peptid mit der im
Wirkstoffpeptidlabor bisher grofiten gemessenen Retentionszeit besitzt (Peptid drei), wird er fur die
Optimierungsarbeiten, besonders fur das Festlegen der Endbedingung des Cocktails, verwendet (vgl.
Tabelle 20). Obwohl bisher keine spater eluierenden Peptide bekannt sind, soll die optimierte Methode
einen theoretischen Bereich bis Minute 14 abdecken.
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Abbildung 25: HPLC-Chromatogramm des SST-Mix.

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Die Analyse erfolgte mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungssaule. Die Peptide liegen als Einzelpeptide vor.

Tabelle 20: Zusammensetzung des SST-Mix.
Drei Peptide mit einer Konzentration 0.5 mg/ml von Peptid eins und 1.0 mg/ml von Peptid zwei und drei, gel6st in

100% DMSO. Es werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT
in min, Auflésung R.

Nr. bezF:a?cF:)rtllr?L-mg Sequenz  Anzahl AS Molmasse GRAVY RT R
1 185060 LLYP 9 1047.59 0.944 10.06 -
2 195059 ELTL 10 1161.66 0.600 11.06 9.8
3 194137 GILG 9 965.56 2.267 12.74 15.2

3.1.6.1 Variation des Ldsungsmittelgradienten

Fur die Variation des Losungsmittelgradienten wird der Methodenaufbau von Gradient Il als Vorlage
herangezogen und die Variable X fir die Anfangsbedingung des Gradienten und Y fur die
Endbedingung, variiert (vgl. Tabelle 11). Die Flussrate bleibt dabei unverandert, die Saulentemperatur
von 50°C wird zunachst ibernommen und im zweiten Teil der Optimierung genauer untersucht.

Zunachst werden die beiden Vakzinpeptidcocktails mit verschieden breiten Gradienten analysiert.
Dabei wird vor allem darauf geachtet, wie viele Peptide bei welcher Breite eluieren, um eine erste
Orientierung zu erlangen. Sowohl fir den Vakzinpeptidcocktail 1401 als auch fur 1611 sollen die
Peptide sechs bis zehn im Chromatogramm zu sehen sein. Die Gradienten 20% bis 30 %B, 20% bis
40% B, 20% bis 50%B und 20% bis 60% B werden untersucht. Die Anfangsbedingung wurde dabei
auf 20% B hochgesetzt, da die ersten Peptide mit dem Losungsmittelpeak eluieren sollen, damit nur
die gewiinschten spéater eluierenden Peptide im Chromatogramm zu sehen sind. Dabei wird auf eine
Untersuchung breiterer Gradienten verzichtet, da mit der Standardmethode gezeigt wurde, dass bei
einer Endbedingung von 65% B alle bisher bekannten Peptide problemlos eluiert werden konnten. Die
Retentionszeiten im Gradient Il lagen dabei nie Uber 13 Minuten, bei einem theoretischen

Trennbereich bis 17 Minuten. Dies deutet darauf hin, dass die Endbedingung auch reduziert werden
kann.
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Abbildung 26: HPLC-Chromatogramme der VPCs 1401 und 1611 mit der Anfangsbedingung von 20% B.
10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Die Analysen erfolgten mit verschieden steilen Gradienten mit der
Anfangsbedingung von 20% B auf der Optimierungsséule. Von oben nach unten: 20% bis 30% B (schwarz), 20%
bis 40% B (lila), 20% bis 50% B (grau), 20% bis 60% B (blau). Links: Vakzinpeptidcocktail 1401, die Peptide neun
und zehn zeigen eine Uberlagerung. Rechts: Vakzinpeptidcocktail 1611, Die Peptide sechs und sieben, acht und
neun zeigen jeweils eine Uberlagerung.

Je breiter der Gradient und damit auch je steiler, desto kleiner ist der Trennbereich in dem die Peptide
eluieren (vgl. Abbildung 26) Die Retentionszeiten der in der zweiten Halfte eluierenden Peptide
verschieben sich deutlich durch Erhéhen der Endbedingung nach vorne. So eluiert zum Beispiel das
Peptid 10 von 1401 bei einem Gradienten von 20% bis 30% erst nach 15.89 min und bei 20% bis 60%
B bereits nach 8.97 min.

Ab einer Breite des Gradienten von 20%, was einer Steigung von 1.7%/min entspricht, eluieren alle
gewiinschten Peptide. Dabei ist zu beobachten, dass die Uberlagerung der Peptide sechs und sieben
des Cocktails 1611 bereits aufgetrennt werden konnte. Allerdings eluiert mit einer Anfangsbedingung
von 20% B auch das jeweilige Peptid fiinf, welches nicht mehr im Optimierungsbereich Il liegt. Die
Totzeit liegt bei ca. 1.5 min, dementsprechend sollte die Anfangsbedingung so gewahlt werden, dass
die ersten gewlnschten Peaks ab frihestens 4.5 Minuten auftreten. Dafir wird die
Anfangskonzentration von 18% bis 24% in 2%-Schritten untersucht.
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Abbildung 27: HPLC-Chromatogramme der VPCs 1401 und 1611 mit der Endbedingung von 40% B.
10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Die Analysen erfolgten mit Gradienten unterschiedlicher
Anfangsbedingungen auf der Optimierungssaule. Von oben nach unten: 18% bis 40% B (schwarz), 20% bis
40% B (lila), 22% bis 40% B (grin) und 24% bis 40% B (grau). Links: Vakzinpeptidcocktail 1401, rechts:
Vakzinpeptidcocktail 1611. Die schwarze senkrechte Linie kennzeichnet jeweils den Bereich ab Minute fiinf.

Wie in Abbildung 27 zu sehen, wandern die Peaks mit zunehmender Anfangskonzentration im
Trennbereich nach vorne. Um eine spéatere Auswertung zu vereinfachen, wird festgelegt, dass die
ersten Peptide nach finf Minuten eluieren sollen. Dieser Bereich wurde mit einer schwarzen Linie
gekennzeichnet. Ab einer Anfangskonzentration von 22% B liegen die Peptide sechs bis zehn im
gewilnschten Trennbereich ab Minute 5. Bei 24% B eluiert das Peptid 6 schon kurz vor Minute 5.
Theoretisch ware das noch im Bereich von der 2-fachen Totzeit, dabei ist allerdings zu beachten, dass
die Retentionszeit von Peptid sechs bei Gradient Il 9.98 min betragt. Der Optimierungsbereich 1l soll
aber Peptide mit einer Retentionszeit ab 9.5 min einschlieen. Deswegen ist die Anfangsbedingung
von 24% B zu hoch weshalb sie auf 22% B festgelegt wird. Dabei konnte durch Anpassen der
Anfangskonzentration bereits die Auflésung der Peptide sechs und sieben des Cocktails 1611 erreicht
und die Uberlagerung der Peptide acht und neun deutlich verbessert werden. Wie bereits erwahnt hat
die Anfangskonzentration Einfluss auf die friih eluierenden Peptide, wobei die Endbedingung die spét
eluierenden beeinflusst.

Im nachsten Schritt wird die Endbedingung untersucht. Da bereits festgestellt werden konnte, dass
eine Konzentration von 30% zu gering und von 50% zu hoch ist (vgl. Abbildung 26) liegt der Bereich
35% bis 45% fur die nachsten Optimierungsschritte im Fokus. Dabei werden die Gradienten 22% bis
36% B bis 22% bis 44% B in 2%-Schritten untersucht. Fur die Festlegung der Endkonzentration wird,
wie bereits erwéhnt, der SST-Mix hinzugezogen.
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Abbildung 28: HPLC-Chromatogramme des Vakzinpeptidcocktails 1401 und des SST-Mix.

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Die Analysen erfolgten mit Gradienten unterschiedlicher
Endbedingungen auf der Optimierungssaule. Von oben nach unten: 22% bis 36% B (schwarz), 22% bis 38% B
(lila), 22% bis 40% B (griin), 22% bis 42% B (grau) und 22% bis 44% B (blau). Links: Vakzinpeptidcocktail 1401,
rechts: SST-Mix.

Die Retentionszeiten der ersten Peaks veréndern sich mit aufsteigender Endkonzentration minimal,
die der letzten dagegen stark. Die Retentionszeit des Peptids sechs &ndert sich von 6.8 min auf
6.6 min Uber 8% Unterschied, wobei das Peptid drei des SST-Mix bei 22% bis 36% B nach 17.1 min
und bei 22% bis 44% B schon nach 14.3 min eluiert (vgl. Abbildung 28)

Die Peptide neun und zehn des Vakzinpeptidcocktail 1401 konnten durch Anpassen des Gradienten
nicht basisliniengetrennt werden. Der Abstand zwischen den Peptiden sieben und acht dagegen
konnte deutlich vergréRert werden.

Alle gewiinschten Peptide sind mit den funf verschiedenen Gradienten detektierbar. Das Peptid drei
des SST-Mix eluiert allerdings bei den ersten beiden Gradienten sehr spat. Bei Gradient 22% bis 40%
B eluiert es nach 15.8 min, bei 22% bis 42% nach 15.0 min und bei 22% bis 44% nach 14.3 min. Da
dieses Peptid, wie bereits erwahnt, die bisher gréfite gemessene Retentionszeit besitzt, wird es zur
Festlegung der Endbedingung herangezogen.

Da der Optimierungsbereich Il Peptide, welche mit dem Gradienten Il bis 14 min eluieren, abdecken
soll, wird ein entsprechender ,Puffer nach dem Peptid 3 eingeplant. Um keinen negativen Einfluss auf
die Aufldsung durch einen zu steilen Gradienten, zu generieren, wird die Endbedingung von 40% B
festgelegt. Der bisherige Trennbereich soll durch eine Haltezeit der Endbedingung von 40% erweitert
werden, um potentiell spater eluierende Peptide abdecken zu kénnen.
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Abbildung 29: HPLC-Chromatogramme des Vakzinpeptidcocktails 1611 und SST-Mix.

Die Analyse erfolgte mit dem Gradient 22% bis 40% B auf der Optimierungssaule. Die Haltezeit der
Endbedingung des Gradienten wurde von + 1 bis + 4 min variiert. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm.
Der Abstand des letzten Peaks bis zum Absinken der Basislinie ist markiert.

Wie in Abbildung 29 zu sehen, kann der Abstand des letzten Peaks bis zum Absinken der Basislinie
durch die Haltezeit der Endkonzentration deutlich verlangert werden. Er ist gré3er, desto langer die
Haltezeit ist. Dabei ist zu beobachten, dass bei Zunahme der Haltezeit um eine Minute auch der
Abstand um eine Minute vergro3ert wird. So liegt er zu Beginn bei dem Cocktail 1611 bei 3.6 min und
dem SST-Mix bei 1.2 min und endet bei 7.6 min bzw. 5.2 min. Um die Auswertung der optimierten
Gradienten | und Il einheitlich zu gestalten und eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wird auch fur
den Gradient Il eine Haltezeit von +2 Minuten festgelegt. Diese ist mit 3.2 min beim SST-Mix auch
ausreichend, um eventuell spéter eluierende Peptide eindeutig zu erkennen.

Der genaue Ablauf der optimierten Methode Gradient Il ist der Tabelle 21 zu enthehmen.

Tabelle 21: Gradient II.
Optimierte Methode fiir die Optimierungsgruppe Il mit einem Gradienten von 22% bis 40% B bei einer Flussrate
von 0.5 ml/min und einer Gesamtanalysenzeit von 30 min.

Gradient Il Schritt Zeit Flussrate %A %B
Equilibrieren 1 0.0 0.5 78.0 22.0
2 15 0.5 78.0 22.0
Gradient 3 13.2 0.5 60.0 40.0
4 16.0 0.5 60.0 40.0
. 5 16.5 0.5 0.0 100.0
Reinigung
6 215 0.5 0.0 100.0
o 7 22.0 0.5 78.0 22.0
Equilibrieren
8 30.0 0.5 78.0 22.0
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3.1.6.2 Variation der Saulentemperatur

Um den Einfluss der Saulentemperatur auf die optimierte Methode Gradient Il zu untersuchen, werden
ebenfalls die Vakzinpeptidcocktails 1401 und 1611 herangezogen. Wie bereits erwahnt, werden
aufgrund der Limitation durch das HPLC-Geréat nur die Temperaturen 30°C, 40°C, 50°C und 60°C auf
den Gradient Il untersucht.
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Abbildung 30: HPLC-Chromatogramme der VPCs 1401 und 1611 mit verschiedenen Temperaturen.

Die Analyse erfolgte mit verschiedenen Saulentemperaturen auf der Optimierungssaule mit dem Gradienten 22%
bis 40% B. 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Links: Vakzinpeptidcocktail 1401. Rechts:
Vakzinpeptidcocktail 1611. Von oben nach unten: Analyse mit einer S&ulenofentemperatur von 30°C (schwarz),
40°C (grun), 50°C (lila) und 60°C (grau).

Der Einfluss der Saulenofentemperatur ist auf die Methode Gradient Il recht gering. Es sind kaum
Unterschiede in den Retentionszeiten zu beobachten. Alle Peptide eluieren mit steigender Temperatur
etwas friher. Die Auflosung dagegen ist bereits bei niedrigen Temperaturen verbessert. So sind bei
dem Vakzinpeptidcocktail 1401 die Peptide neun und zehn bei 30°C und 40°C deutlich getrennt. Auch
bei dem Cocktail 1611 konnte die Uberlagerung der Peptide acht und neun durch die Erniedrigung der
Saulentemperatur Basislinien-aufgelést werden (siehe Abbildung 30). Ein Abbau oder eine Zersetzung
bei diesen Temperaturen scheint auch bei diesen Peptiden nicht stattgefunden zu haben. Es sind
keine zusatzlichen Peaks zu erkennen. Im Vergleich zum Gradient | fallen die Auswirkungen durch die
Temperatur auf die Peakform beim Gradient Il sehr gering aus. Da bereits mit niedrigen Temperaturen
die gewiinschten Effekte erzielt werden kénnen, wird die Temperatur von 60°C nicht weiter in Betracht
gezogen. Um eine Entscheidung zwischen den Temperaturen 30°C und 40°C zu erleichtern, werden
die chromatographischen Kenngrdf3en Auflésung und Peaksymmetrie berechnet und in der Tabelle 22
aufgelistet.
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Tabelle 22: Vergleich der Saulentemperaturen 30°C und 40°C der Vakzinpeptidcocktails 1401 und 1611.
RT in min, Berechnung der Auflésung R und des Symmetriefaktors T nach Punkt 1.3.2.

30°C 40°C
N, bez':;eigrt]'gl;ng RT R T RT R T
6 GRI 7.12 - 14 7.18 - 15
7 NLGN4X 984 153 13 937 123 12
ijége 8 PTP 1010 15 1.4 10.05 36 14
9 UPS11 1088 38 13 10.92 43 13
10 HBV 1142 28 13 11.29 19 13
6 GRI 7.00 - 14 7.06 - 15
7 DCA1 771 30 17 7.61 25 16
Cfé‘lrge 8 HBV 1133 147 1.2 1123 164 1.2
9 BCA2 1191 22 15 11.66 17 15
10 ELO1 1387 7.7 14 13.83 88 1.2

Die Berechnung des Peaksymmetriefaktors zeigt minimale Unterschiede in der Peakform zwischen
den Temperaturen. Es ist eine Tendenz zu erkennen, dass die Peakform von frih eluierenden
Peptiden bei niedrigen Temperaturen besser ist, wie bei dem Peptid sechs des Cocktails 1401.
Dagegen ist die Peakform bei spéat eluierenden Peptiden bei hoherer Temperatur verbessert (Peptid
10, 1611).

Die Werte der Auflésung liegen bei 40°C stabiler Gber 1.5. Jedoch liegen bei beiden Temperaturen
alle Peptide basisliniengetrennt vor. Die Retentionszeiten sind sehr ahnlich zu einander.

Fir die Routineanalytik ist es einfacher, wenn die Saulenofentemperaturen der Methoden nicht weit
auseinander liegen, da dadurch die Zeit des Erhitzens bzw. Abklhlens bei Aneinanderreihung der
Methoden minimiert werden kann. Ein Wechsel der Methoden kann schneller durchgefiihrt werden.

Da die Ergebnisse nicht eindeutig sind, wird aufgrund der besseren Handhabung die
Saulenofentemperatur 40°C flr die Methode Gradient Il festgelegt.

Abschliefend zur Optimierung der Methode Gradient Il werden die Chromatogramme der
Vakzinpeptidcocktails 1401 und 1611 direkt mit den Ausgangschromatogrammen der Methode
Gradient Ill in Vergleich gesetzt. Zur Vervollstandigung wurden die Chromatogramme der Methode
Gradient | eingefugt. Zusatzlich werden die Retentionszeiten und Werte der Auflésung und Symmetrie
tabellarisch zum Vergleich dargestellit.
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Abbildung 31: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1401 mit den Methoden Gradient I, | und Il

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungssaule. Die Peptide zwei bis vier und neun und zehn zeigen Uberlagerungen. Mitte: Analyse mit der
Methode Gradient | auf der Optimierungsséule. Die Peptide zwei und drei weisen eine leichte Uberlagerung am
Peakful3 auf. Unten: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungssaule. Alle Peptide liegen als
Einzelpeptide vor.

Die Uberlagerung der Peptide neun und zehn im Optimierungsbereich Il konnte mit der Methode
Gradient 1l vollstandig getrennt werden. Alle finf Peptide liegen deutlich basisliniengetrennt vor (siehe
Abbildung 31). Dabei hat die Optimierung der Saulenofentemperatur eine entscheidende Rolle
gespielt. AulRerdem wurde der Vakzinpeptidcocktail 1401 zur Vervollstandigung mit der Methode
Gradient | analysiert. Dabei konnte die Mehrfachiberlagerung der Peptide zwei bis vier deutlich
aufgetrennt werden. Eine Basislinien-Trennung war bei den Peptiden zwei und drei leider nicht
vollstandig moglich, da der Wert der Aufldsung mit 1.4 knapp unter den erforderlichen 1.5 liegt.

Der Bereich der Retentionszeiten ist bei den optimierten Gradienten | und Il deutlich breiter. Dabei
sind die Retentionszeiten bei Gradient | hher und bei Gradient Il meistens niedriger im Vergleich zu
denen bei Gradient Ill. Die Auflésung konnte fur alle Peaks berechnet werden und liegt bei diesen, bis
auf Peptid zwei und drei, Uber 1.5, somit liegt Basislinien-Trennung vor Die Symmetriefaktoren liegen
mit 1.2 bis 1.6 in einem akzeptablen Bereich (vgl. Tabelle 23). Eine Quantifizierung aller Peptide wére
mit der optimierten Methode mdglich.

Fur den Vakzinpeptidcocktail 1611 konnte eine Kklar erkennbare Verbesserung durch die
Optimierungsarbeiten erzielt werden.
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Tabelle 23: Vergleich der Methoden Gradient Ill, | und Il an dem Vakzinpeptidcocktail 1401.
RT in min, Angabe der ersten vier Aminosauren der Sequenz. Berechnung der Auflosung R und des
Symmetriefaktors T nach Punkt 1.3.2. Mit — gekennzeichnet konnte nicht berechnet werden.

Charge | Nr. bezIDeelgl’t]Ir?L_j ng Sequenz RTeraam  Reraam  RTgrad opt. Rarad opt. Tarad opt.
1 NRCAM GLWH 7.90 - 12.04 - 1.3

2 EIF4E RLIS 8.42 - 13.78 8.6 1.2

3 KCN ALSV 8.51 - 14.00 1.4 1.2

4 BIR2 TLGE 8.51 - 14.51 3.3 1.2

1401 5 PTP KVFA 9.30 6.1 16.34 9.4 15
6 GRI VLIQ 9.98 4.1 7.18 - 1.6

7 NLGN4X NLDT 10.43 2.0 9.37 12.3 1.2

8 PTP FLLP 10.98 - 10.05 3.6 1.6

9 UPS11 MLFG 10.62 - 10.92 4.3 1.4

10 HBV FLPS 11.08 - 11.29 1.9 1.4

Die Uberlagerung der Peptide eins bis vier im Optimierungsbereich | sowie sechs und sieben, acht
und neun im Optimierungsbereich Il der Gradient IlI-Methode (vgl. Abbildung 32 oben) konnten durch
die Optimierungsarbeiten komplett aufgetrennt werden. Dabei liegen nun alle 10 Peptide
basisliniengetrennt als Einzelpeaks vor (vgl. Abbildung 32 Mitte und unten).
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Abbildung 32: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1611 mit den Methoden Gradient Ill, | und II.

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der

Optimierungsséule. Die Peptide eins bis vier, sechs und sieben, neun und zehn zeigen Uberlagerungen. Mitte:

Analyse mit der Methode Gradient | auf der Optimierungsséule. Alle Peptide liegen als Einzelpeptide vor. Unten:

Analyse mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungssaule. Alle Peptide liegen als Einzelpeptide vor.
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Die Retentionszeiten konnten bei den optimierten Methoden breiter Uber den Trennbereich verteilt
werden. Wodurch auch eine Auftrennung der Uberlagerungen erzielt werden konnten. Vor allem bei
Gradient Il war dabei auch die Temperatur ausschlaggebend.

Die Auflésung konnte fir alle Peaks berechnet werden und liegt bei diesen Uber 1.5 — somit
basisliniengetrennt Die Symmetriefaktoren liegen mit 1.2 bis 1.6 in einem akzeptablen Bereich (vgl.
Tabelle 24). Eine Quantifizierung aller Peptide ist mit der optimierten Methode zuverléssig méglich.

Tabelle 24: Vergleich der Methoden Gradient I, | und Il an dem Vakzinpeptidcocktail 1611.
RT in min, Angabe der ersten vier Aminosauren der Sequenz. Berechnung der Auflosung R und des
Symmetriefaktors T nach Punkt 1.3.2. Mit — gekennzeichnet konnte nicht berechnet werden.

Ch arge Nr. beZPETEr:Ir?leng SequenZ RTGrad 1] RGrad 1] RTGrad opt. RGrad opt. T Grad opt.
1 MTS1 GLPS 8.18 = 12.65 - 14

2 PCD1 GLDP 8.31 0.9 13.31 3.1 1.6

3 EIFAE RLIS 8.42 = 13.80 2.6 15

4 BIR2 TLGE 8.51 - 14.55 4.2 1.4

1611 5 BCAS VKVN 9.17 - 16.75 12.4 14
6 GRI VLIQ 9.98 6.0 7.08 - 15

7 DCA1 KLGD 9.99 = 7.69 2.5 1.6

8 HBV FLPS 11.08 - 11.25 16.4 1.2

9 BCA2 ALWA 11.18 - 11.75 1.7 15

10 ELO1 YLPT 11.99 - 13.92 8.8 1.2

3.1.7 Verhalten der Eichpeptide bei den optimierten Gradienten

Um eine Quantifizierung durchfiilhren zu konnen, werden Standards, sogenannte Eichpeptide,
herangezogen. Dabei wurden diese bisher mit der gleichen Methode analysiert wie der entsprechende
Vakzinpeptidcocktail. Im Folgenden wird das Verhalten der Eichpeptide bei den verschiedenen
optimierten Methoden untersucht und die Vergleichbarkeit zwischen ihnen betrachtet.

Eine groRRe Schwierigkeit lag dabei in der Vergleichbarkeit der Methoden Gradient | und Il. Da diese so
entwickelt wurden, dass es zu nahezu keiner Uberschneidung der Peptide in den beiden Methoden
kommt, war das Finden solcher eine Herausforderung. Dabei mussten Peptide identifiziert werden, die
bei Gradient | sehr spat und bei Gradient Il sehr friih (vor Minute finf) eluieren und damit zwischen
den beiden Optimierungsbereichen bei Gradient Il eluieren. Sie haben dementsprechend
Retentionszeiten um 9.5 min.

Fur die folgenden Untersuchung wurden die Peptide SMC1 (HYKP) des Cocktails 1916 sowie 192063
(DYEL) und 192065 (APEY) des Cocktails 1918 verwendet.

Die Retentionszeiten der Peptide SMC1 und 192063 bei Gradient Il liegen mit 9.43 min und 9.24 min
im Optimierungsbereich |. Sie eluieren dementsprechend bei Gradient | spat und bei Gradient Il sehr
frih. Das Peptid 192065 dagegen liegt im Optimierungsbereich Il und eluiert mit Gradient Il nach
6.71 min und bei Gradient | kurz vor dem Splilpeak bei 18.38 min. (vgl. Tabelle 25).
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Tabelle 25: Retentionszeiten der Peptide SCM1, 192063 und 192065 bei den Methoden Gradient I, Il und lIl.
RT in min. Die ersten vier Aminosauren der Sequenz sind dargestellt.

‘ Sequenz RTrad 1 RTgrad 1 RTGrad i
SMCL |  HYKP 9.43 15.94 3.90
192063 |  DYEL 9.24 16.45 4.69
192065 |  APEY 9.52 18.38 6.71

Fur die Vergleichbarkeit wurde die Peakflache der einzelnen Peptide mit den verschiedenen
Gradienten untersucht. Dabei wurde die relative Standardabweichung zwischen den Gradienten | und
Il und zwischen allen dreien berechnet. Es ist zu erkennen, dass die Peakflache und damit auch die
RSD bei den Peptiden 192063 und 192065 zwischen den Methoden relativ konstant ist, bei SMC1
dagegen deutlich abweicht (vgl. Tabelle 26). Dabei kommt es bei Gradient Ill im Cocktail zu einer
Uberlagerung mit einem Nachbarpeak, wodurch die Peakflache nicht abgrenzend bestimmt werden
konnte.

Tabelle 26: Vergleich der Peakflachen der Peptide SMC1, 192063 und 192065 mit den Methoden Gradient |,
Il und M.
RT in min, Area in mAU, Berechnung der RSD nach 1.4.1.

Grad | Grad Il RSDgradi+1 Grad Il RSDarad i+1+1

RT 15.94 3.90 : 9.43 i

(SHMY%P) Area EP 13867 14098 083 12968 3.57
Area Cocktail 8591 8685 0.54 10880 11.27

RT 16.45 4.69 : 9.24 i

(13\2(%?“;’ Area EP 5593 5198 366 5295 3.13
Area Cocktail 12754 13354 2.30 11198 7.31

RT 18.38 6.71 : 9.52 i

(1252?(5)‘ Area EP 5330 5024 296 5185 2.41
Area Cocktail 10771 11426 2.95 10732 2.90

Fir eine Quantifizierung sind RSD-Werte Uber 2% jedoch zu hoch. Deswegen muss dafur das
entsprechende Eichpeptid mit der gleichen Methode analysiert werden, wie der Vakzinpeptidcocktail.
Das bedeutet, dass der Cocktail mit beiden Methoden (Gradient | und 1l) und die Eichpeptide in der
jeweils entsprechenden Methode analysiert werden missen und dadurch ein Lauf mehr benétigt wird.
Da durch die Optimierungsarbeiten die einzelne Analysenzeit jedoch deutlich gesenkt werden kann,
ist dies vertretbar und wird so akzeptiert.

AuRerdem wurde zum Vergleich der Methoden der Peptidgehalt Gber die Peakflache des Peptids
SMC1 (HYKP) in verschiedenen Inprozesskontrollen und dem Endprodukt berechnet (siehe Tabelle
27). Dabei sind die Werte fur den Peptidgehalt zwischen den Methoden Gradient | und Il &hnlicher als
zum Gradient Ill. Die maximale Abweichung zwischen den Methoden liegt mit 0.054 mg/ml (Gradient Il
und 1lI) bei ca. 5%. Dabei ist zu beachten, dass bei der Methode Gradient Ill eine Uberlagerung mit
dem Peptid LLLG vorlag, wodurch die Area dieser zusammengefasst wurden und ein Peptidgehalt fur
beide Peptide berechnet wurde. Der abweichende Peptidgehalt ware damit zu erklaren.
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Tabelle 27: Vergleich der Peakflachen und des Peptidgehaltes von SMC1 bei den optimierten Methoden.
Area in mAU, Peptidgehalt in mg/ml. EP und IPK V: Einzelpeptid, IPK VI, VIIl und Endprodukt: Cocktail.

SMC1 EP IPK V IPK VI IPK VI Endprodukt
Areagcrad | 13867 13917 13503 8573 8591
Gehalt - 1.016 1.082 1.030 1.033
Areacrad II 14098 14681 13920 8703 8685
Gehalt - 1.054 1.097 1.029 1.027
Areacrad I 12968 13279 Uberl. mit LLLG Uberl. mit LLLG Uberl. mit LLLG
Gehalt - 1.036 1.057 1.083 1.073

In Bezug auf den Peptidgehalt ist eine gewisse Vergleichbarkeit der Methoden gegeben. Wobei die
Methoden Gradient | und Il zu &hnlicheren Ergebnissen im Cocktail kommen. Fir den Einsatz der
Methoden unter GMP st eine Vergleichbarkeit der Methoden Gradient | und Il Voraussetzung fir
deren vertrauenswurdigen Einsatz.

3.1.8 Auswahlvorgehen fir anzuwendende Gradienten

Eichpeptide missen mit dem Gradient Il analysiert werden um eine Einteilung in die
Optimierungsbereiche | (5.0 min bis 9.5 min) und Il (9.5 min bis 14.0 min) vornehmen zu kénnen. Da
die Eichpeptidherstellung vor der Produktion eines Cocktails stattfindet kénnen die Daten fir das
Auswahlvorgehen bereits im Vorfeld erhoben werden. Die Eichpeptide sind dementsprechend mit der
Gradient Il Methode zu analysieren, um den Optimierungsbereich und damit die Methode fur die
Analyse mit dem Cocktail zu bestimmen. Die Methode des Eichpeptids muss der des zugehérigen
Peptids im Cocktail entsprechen.

Eine andere Mdglichkeit wéare eine vorab-Analyse des Vakzinpeptidcocktails um die Auswahl der
Methode fiir den Cocktail und daraus resultierend fiir die Eichpeptide zu bestimmen. Fir den Grof3teil
der Vakzinpeptidcocktails werden Ldoslichkeitsversuche als Vorversuche durchgefuhrt, bei der die
Herstellung eines Cocktails simuliert wird. Dadurch wirde ein ,non-GMP*“-Cocktail flr Analysen zur
Verfiigung stehen, ohne die Analyse des GMP-Produktes zu verzdgern.

Dadurch kénnen Uberlagerungen, auf Grund von einer zu geringen Retentionszeitdifferenz einzelner
Peptide, bereits aufgedeckt werden. Bei der Analyse des GMP-Cocktails ware dann eine optimale
Auswahl der Methoden ohne Zeitverzogerung mdoglich, um im Optimalfall alle Peptide
basisliniengetrennt vorliegen zu haben und somit sowohl eine zuverlassige Qualifizierung als auch
Quantifizierung jeder einzelnen Komponente zu gewahrleisten.

3.1.9 Verifizierung der optimierten Methoden

Die Verifizierung der optimierten Methoden Gradient | und 1l erfolgt durch verschiedene
Vakzinpeptidcocktails, welche bei der Methode Gradient Il Uberlagerungen aufweisen. Dabei wird
versucht eine gesunde Mischung von Peptiden und deren Eigenschaften abzudecken. Fir die
Methode Gradient | werden dafur die Cocktails 1820, 1903, 1915 und 2002 ausgewahlt. Diese weisen
nur Peptide innerhalb des Optimierungsbereich | auf. Die Cocktails 1409, 1604 und 1916 wurden
sowohl fur Gradient | als auch Gradient Il herangezogen. Dabei werden nur Peaks zwischen Minute 5
und 17 fur die Auswertung der optimierten Methoden beachtet.

Der Vakzinpeptidcocktail 1820 besteht aus neun Peptiden mit unterschiedlichen Langen und
Molmassen. Die Hydrophobizitaten unterschieden sich zwischen den einzelnen Peptiden, wobei die
meisten hydrophile Eigenschaften besitzen.

Im Chromatogramm von Gradient Il eluieren die einzelnen Peptide in einem Retentionszeitenbereich
von 6.55 min bis 9.31 min. Es ist eine leichte Uberlagerung der Peptide eins und zwei und eine sehr
deutliche Mehrfachiiberlagerung der Peptide vier bis sieben im Optimierungsbereich | zu erkennen
(siehe Abbildung 33).
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Durch die Analyse mit der optimierten Methode konnten alle Peptide als Einzelpeptide dargestellt
werden und eine ausreichende Auflésung fur die Quantifizierung erreicht werden (siehe Tabelle 28).
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Abbildung 33: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1820 mit den Methoden Gradient Ill und I.

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungssaule. Die Peptide eins und zwei und vier bis sieben zeigen Uberlagerungen. Unten: Analyse mit der
Methode Gradient | auf der Optimierungsséule. Alle Peptide liegen als Einzelpeptide vor.

Tabelle 28: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1820.

Neun Peptide mit 0.6 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 5.4 mg/ml, gelést in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min,
Auflésung R.

NF. bezi?g;'g& hg  Seduenz A”Zihs' Molmasse  GRAVY RToradm RTcradi Roradi
1 CLL22 DTGS 16 1712.87  -1.087 6.55 8.35
2 CLL20 VKKM 13 1611.87  -1.069 6.74 898 5.0
3 CLL18 APSQ 20 217021  -0.970 7.58 11.87  22.7
4 161010 YLDH 9 1172.48  -1.167 8.20 1290 8.0
5 151309 GSDF 9 1278.61  0.164 8.36 1352 3.9
6 CLL21 YVSL 11 1105.42  -0.733 8.48 1385 2.2
7 161021 FSDP 9 1046.48  -0.156 8.60 1421 2.0
8 151304 NTDN 9 1081.49  -1.011 8.96 1503 4.8
9 151314 LLDE 10 1133.63  0.440 9.31 1643 9.0

Der Vakzinpeptidcocktail 1903 besteht aus neun Peptide mit einem Retentionszeitenbereich von
6.57 min bis 8.97 min. Dabei sind die Unterschiede der einzelnen Retentionszeiten, vorallem zwischen
den Peptiden vier bis acht sehr klein. Im Chromatogramm von Gradient Il sind nur zwei Einzelpeaks
innerhalb des Optimierungsbereiches | zu erkennen (vgl. Abbildung 34). Alle anderen Peaks zeigen
Uberlagerungen von bis zu fiinf Peptiden auf. Durch die Analyse mit der optimierten Methode konnten
die Uberlagerungen deutlich verbessert, allerdings nicht bis zur Basislinien-Trennung aufgetrennt
werden. Es sind immer noch Uberlagerungen der Peptide sechs bis acht zu erkennen.
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Abbildung 34: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1903 mit den Methoden Gradient Il und I.

10 pyl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungssaule. Die Peptide eins und zwei und vier bis acht zeigen Uberlagerungen. Unten: Analyse mit der
Methode Gradient | auf der Optimierungsséaule. Die Peptide sechs bis acht zeigen Uberlagerungen. Alle anderen
Peptide liegen als Einzelpeptide vor.

Die Werte der Auflésung lassen fur die ersten funf Peptide eine zuverlassige Quantifizierung dieser
zu. Der Retentionszeitenbereich konnte deutlich vergroBert werden und liegt mit 8.29 min bis
15.03 min Uber den Grof3teil des Bereiches verteilt (vgl. Tabelle 29).

Tabelle 29: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1903.

Neun Peptide mit 0.6 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 5.4 mg/ml, gel6st in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min,
Auflésung R.

Nr. bez[:;?gr:lr?t; ng Sequenz Anzig Molmasse GRAVY RTgraam  RToradi  Rgrad!
1 CLL22 DTGS 16 1712.87 -1.087 6.57 8.29 -
2 CLL20 VKKM 13 1611.87 -1.069 6.76 8.94 55
3 CLL18 APSQ 20 2170.21 -0.970 7.59 11.82 22.7
4 172004 AYHN 9 1034.48 -0.478 8.06 12.08 15
5 161010 YLDH 9 1172.48 -1.167 8.21 12.89 4.8
6 151309 GSDF 9 1105.42 -0.733 8.40 13.49 3.7
7 185093 VYHS 9 1143.57 -0.722 8.45 13.86 -
8 CLL21 YVSL 11 1278.61 0.164 8.45 13.72 -
9 151304 NTDN 9 1081.49 -1.011 8.97 15.03 -
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Der aus neun, meist hydrophilen, Peptiden bestehende Vakzinpeptidcocktail 1915 ist in Abbildung 35
zu sehen. Dabei sind bei der Methode Gradient Il einige vollstandige Uberlagerungen von jeweils
zwei Peaks zu erkennen. Von den neun Peptiden sind dabei nur sechs Peaks zu sehen.
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Abbildung 35: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1915 mit den Methoden Gradient lll und I.

10 pyl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungsséaule. Die Peptide eins und zwei, drei und vier, sechs und sieben und acht und neun zeigen
Uberlagerungen. Unten: Analyse mit der Methode Gradient | auf der Optimierungsséule. Die Peptide sechs und
sieben zeigen Uberlagerungen.

T 2 L2

Durch die Analyse mit der optimierten Methode Gradient | konnte eine deutliche Verbesserung der
Auftrennung erzielt werden. Dabei konnten alle Peaks, auf3er sechs und sieben, so aufgetrennt
werden, dass sie eine zuverlassige Quantifizierung mit Werten der Auflosung > 1.25 zulassen (vgl.
Tabelle 30). Es konnte nicht fir alle Peaks eine angestrebte Basislinien-Trennung, aber dafiir eine
ausreichende Auftrennung erreicht werden.

Tabelle 30: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1915.

Neun Peptide mit 0.6 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 5.4 mg/ml, gel6st in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min,
Auflésung R.

Nr. bezZ?Eélr?l; ng Sequenz An Zihsl Molmasse GRAVY  RTeradm RTeradi  Reradi
1 CLL22 DTGS 16 1712.87 -1.087 6.63 8.38 -
2 CLL20 VKKM 13 1611.87 -1.069 6.82 9.04 3.8
3 154254 DIKS 9 1053.57 -0.733 7.71 11.81 4.6
4 CLL18 APSQ 20 2170.21 -0.970 7.71 11.90 2.0
5 172004 AYHN 9 1034.48 -0.478 8.16 12.14 1.3
6 185093 VYHS 9 1143.57 -0.722 8.54 13.80 -
7 CLL21 YVSL 11 1278.61 0.164 8.54 13.92 =
8 151304 NTDN 9 1081.49 -1.011 9.04 15.09 -
9 154255 KYGV 9 1070.53 -0.289 9.04 15.32 1.4
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Der Vakzinpeptidcocktail 2002 besteht aus neun kurzen und langen, hydrophilen und hydrophoben,
Peptiden. Bei der Analyse mit Gradient Ill liegen alle neun Peptide in dem ersten Optimierungsbereich
und weisen unterschiedlich starke Uberlagerungen einzelner auf. Es ist zu erkennen, dass die Peaks
der Peptide eins und zwei dabei am Peakful3, und die Peaks funf bis sieben teilweise vollstandig
Uberlagern (vgl. Abbildung 36). Im unteren Teil der Abbildung 36 ist das Chromatogramm der
optimierten Methode mit einer deutlichen Verbesserung zu sehen. Alle Peptide, au3er sechs und
sieben liegen dabei basisliniengetrennt vor.
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Abbildung 36: HPLC-Chromatogramme des VPCs 2002 mit den Methoden Gradient Ill und I.

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm, Analysen auf der Optimierungssaule. Oben: Analyse mit der
Methode Gradient Ill. Die Peptide eins und zwei und funf bis sieben zeigen Uberlagerungen. Unten: Analyse mit
der Methode Gradient |. Die Peptide sechs und sieben zeigen am PeakfuRR Uberlagerungen.

Fir die Peptide sechs und sieben konnte eine Auflésung von 1.0 erreicht werden, welche nicht
ausreichend flr eine zuverlassige Quantifizierung ist. Die Peaks weisen im Chromatogramm noch
eine leichte Uberlagerung mit einem Retentionszeitenunterscheid von ca. 0.2 min (vgl. Tabelle 31).

Tabelle 31: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 2002.
Neun Peptide mit 0.6 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 5.4 mg/ml, gel6st in 33% DMSO/H20. Es
werden nur die ersten vier AA der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min, Auflésung R.

Nr. bezZ?gﬁlr?l;ng Sequenz Anzihsl Molmasse GRAVY  RTgradm RTcradi  Reradi
1 CLL22 DTGS 16 1712.87 -1.087 6.52 8.40
2 CLL20 VKKM 13 1611.87 -1.069 6.71 9.09 5.1
3 154256 ISKN 9 1024.60 -0.400 7.12 9.65 3.5
4 CLL18 APSQ 20 2170.21 -0.970 7.54 11.91 14.0
5 151309 GSDF 9 1105.42 -0.733 8.31 13.57 10.3
6 CLL21 YVSL 11 1278.61 0.164 8.40 13.92 1.9
7 154257 DLDV 9 1057.58 -0.300 8.40 14.13 1.0
8 151304 NTDN 9 1081.49 -1.011 8.91 15.08 51
9 154255 FPLQ 9 1079.58 0.267 9.10 16.12 4.7
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Der Cocktail 1409 besteht aus neun Peptiden, von denen zwei im Optimierungsbereich | und sieben
im Optimierungsbereich 1l liegen (siehe Abbildung 37). In beiden Bereichen treten deutliche
Uberlagerungen von jeweils zwei Peptiden auf. Dabei eluieren die Peptide drei und vier direkt
Ubereinander. Es konnten alle Peptide durch die optimierten Methoden als Einzelpeaks dargestellt
werden. Dabei werden bei beiden optimierten Methoden nur die Peaks, welche im Bereich von 5 min
bis 17 min zu sehen sind, ausgewertet.
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Abbildung 37: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1409 mit den Methoden Gradient Ill, | und Il

10 pyl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungssaule. Die Peptide eins und zwei, drei und vier und sieben und acht zeigen Uberlagerungen. Mitte:
Analyse mit der Methode Gradient | auf der Optimierungsséule. Alle Peptide liegen als Einzelpeptide vor. Unten:
Analyse mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungssaule. Alle Peptide liegen als Einzelpeptide vor.

Die Werte fir die Auflosung liegen dabei durchgehend tber 1.5, wodurch eine Basislinien-Trennung
fur alle erreicht werden konnte. Der Cocktail kann mit den optimierten Methoden ohne Probleme
guantifiziert werden. Der Unterschied der Retentionszeiten der einzelnen Peptide konnte deutlich
vergrolRert werden. Bei Gradient Il ist deutlich zu sehen, dass sich die einzelnen Peaks Uber einen
breiten Bereich verteilen und somit Retentionszeiten von 9.62 min bis 13.69 min aufweisen
(vgl. Tabelle 32).
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Tabelle 32: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1409.

Neun Peptide mit 0.8257 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 8.257 mg/ml, geldst in
33% DMSO/H20. Es werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol,
RT in min, Auflésung R.

N be;?g;'g;ng Sequenz AnzaAhS' Molmasse  GRAVY RTordm RTcradopt  Rorad opt
1 CER1 FLHD 10  1185.61 0.460 9.11 15.83

2 CDK1 TLWY 9 113359  -0.300 9.30 16.64 3.8
3 CLU KLFD 12 1333.72 0.400 9.62 5.74

4 GRI1 LLYD 9  1041.59 1.589 9.62 6.23 17
5 DCAL KLGD 11 1118.64 1.064 9.96 7.42 4.7
6 MAG1 ILFP 10 1127.68 1410  10.38 9.17 6.9
7 BCA3 FLWS 9 103254 0.822  11.01 10.71 6.3
8 BCA2 ALWA 9 107155 0.389  11.14 11.74 2.1
9 ELO1 YLPT 9  1099.60 1456  11.93 13.69 9.1

Der aus zehn Peptiden bestehende Vakzinpeptidcocktail 1604 verteilt sich bei Gradient Il auf beide
Optimierungsbereiche auf. Dabei lUiberlagern die Peptide zwei und drei, sowie vier bis sechs und acht
und neun (vgl. Abbildung 38 oben). Bei diesem Cocktail konnte die Auftrennung in die einzelnen
Bereiche eindeutig durchgefuhrt werden.

Das letzte Peptid in Bereich | weist eine Retentionszeit von 9.31 min und das erste in Bereich Il
9.67 min auf. Dabei werden bei den optimierten Methoden nur die Peaks zwischen Minute 5 und 17
betrachtet und ausgewertet.

Mittels Gradient | konnte die Mehrfachiiberlagerung der Peptide vier bis sechs vollstandig aufgetrennt
werden. Fir die Peptide zwei und drei war die Optimierung dagegen nicht erfolgreich und es konnte
auch keine sichtbare Verbesserung erzielt werden. Dabei handelt es sich um zwei eher lange Peptide
mit &hnlichen Molmassen und GRAVY-Werten (vgl. Tabelle 33).

Bei Gradient Il konnten die Peaks acht und neun zwar deutlich voneinander separiert werden, stehen
mit einem Auflésungswert von 1.1 jedoch nicht fir eine Einzel-Quantifizierung zur Verflgung. Es ist
eine Uberlagerung der beiden am Peakfuld zu sehen.
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Abbildung 38: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1604 mit den Methoden Gradient Ill, | und Il

10 pyl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungssaule. Die Peptide zwei und drei, vier bis sechs und acht und neun zeigen Uberlagerungen. Mitte:
Analyse mit der Methode Gradient | auf der Optimierungssaule. Die Peptide zwei und drei Uberlagern. Unten:
Analyse mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungsséule. Die Peptide acht und neun Uberlagern am
Peakful3.

Tabelle 33: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1604.
10 Peptide, 0.8257 mg/ml pro Peptid, Gesamtkonzentration 8.257 mg/ml, gel6st in 33% DMSO/H20. Es werden
nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min, Auflésung R.

Nr. bezl::aeigrtllr?l;ng Sequenz Anzirg Molmasse GRAVY RTeradit  RTcradopt  Rcrad opt
1 CSR1 RLGI 9 997.60 -0.244 7.85 11.84 -
2 PTP10 EIGW 14 1579.77  -0.879 8.52 14.45 12.8
3 BIR2 TLGE 15 1788.98 -1.060 8.62 14.45 3.8
4 PTP13 MIWE 9 115555  0.022 8.91 15.20 -
5 CDK1 TLWY 9 1133.59  -0.300 9.12 15.83 2.9
6 PTP5 KVFA 9 930.56 1.211 9.31 16.35 21
7 RAD1 SLYK 9 978.58  0.933 9.67 5.88 -
8 HBV1 FLPS 10 1154.57  0.810 11.07 11.10 20.5
9 BCA2 ALWA 9 1071.55 0.389 11.16 11.38 1.1
10 ELO1 YLPT 9 1099.60 1.456 11.95 13.77 9.7
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Der Vakzinpeptidcocktail 1916, welcher auch zum Vergleich des Verhaltens der Eichpeptide
herangezogen wurde, konnte durch die Optimierungsarbeiten deutlich besser aufgetrennt werden. Er
besteht aus 10 relativ gleich langen Peptiden, welche sich in ihrer Hydrophobizitat unterscheiden. Die
Uberlagerungen von bis zu drei Peaks bei Gradient IIl sind auf beide Optimierungsbereiche verteilt.

AuRBer den Peptiden vier und funf konnten alle Peptide im Optimierungsbereich | als Einzelpeaks
dargestellt werden (siehe Abbildung 39). Die Retentionszeiten liegen dabei in einem Bereich von
8.58 min bis 15.94 min.

Bei der Analyse mit Gradient Il konnte fir alle vier Peaks eine Basislinien-Trennung mit einer
Auflédsung von > 1.5 erreicht werden.
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Abbildung 39: HPLC-Chromatogramme des VPCs 1916 mit den Methoden Gradient I, | und Il

10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm. Oben: Analyse mit der Methode Gradient Il auf der
Optimierungssaule. Die Peptide zwei und drei, vier bis sechs und acht und neun zeigen Uberlagerungen. Mitte:
Analyse mit der Methode Gradient | auf der Optimierungsséule. Die Peptide vier und funf Uberlagern. Unten:
Analyse mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungsséaule. Alle Peptide liegen als Einzelpeptide vor.

Die Werte fur die Aufldsung liegen fur die Peptide, fir die sie berechnet werden konnte, deutlich Uber

1.5 (vgl. Tabelle 34). Durch die optimierten Methoden kénnen nun neun Peptide, statt vorher drei,
zuverlassig als Einzelpeaks dargestellt und quantifiziert werden.
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Tabelle 34: Zusammensetzung des Vakzinpeptidcocktails 1916.

10 Peptide mit 0.643 mg/ml pro Peptid, einer Gesamtkonzentration von 6.429 mg/ml, gelést in 33% DMSO/H20.
Es werden nur die ersten vier Aminosauren der Peptidsequenz dargestellt. Molmasse in g/mol, RT in min,
Auflésung R.

Peptid- Anzahl

Nr. bezeichnung Sequenz AS Molmasse  GRAVY RTeraam  RTgradopt.  Rarad opt.
1 HCV VYHG 10 1058.56 -0.360 7.17 8.58 -
2 FAD2 PYNH 9 1233.53 -2.033 8.02 11.35 15.6
3 CSR RLGI 9 997.60 -0.244 8.02 11.83 2.8
4 CRB1 SYFE 9 1098.48 -0.322 9.09 14.99 -
5 SEZ LLLG 9 811.49 1.556 9.27 15.10 -
6 SMC1 HYKP 9 1164.60 -0.778 9.43 15.94 4.3
7 DCAl KLGD 11 1118.64 1.064 10.18 7.76 -
8 DOC2 LYIY 10 1256.65 0.290 10.57 9.17 7.2
9 ASP2 SYNP 9 1160.64 -0.056 10.57 9.56 18
10 ELO1 YLPT 9 1099.60 1.456 12.10 13.94 19.9

Allgemein betrachtet konnte bei jedem Cocktail eine deutliche Verbesserung, bis hin zur vollstandigen
Auftrennung des gesamten Cocktails, erzielt werden. Die Kombination der Methoden fiihrt demnach
zum besten Ergebnis. Zuerst missen tber den Gradient Il die Peptide den Optimierungsbereichen
zugeordnet werden um sie anschlieBend mit den optimierten Methoden zu analysieren. Wobei
teilweise die Analyse mit der Gradient I-Methode ausreichen ist, da sehr viele Peptide ausschlie3lich
im ersten Optimierungsbereich liegen. Durch die Analysen mit den optimierten Methoden konnte, bei
den bisher analysierten Vakzinpeptidcocktails, keine Elutionsumkehr zur Methode Gradient IlI
beobachtet werden.
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3.2 Das Adjuvans XS15

3.2.1 Charakterisierung

Das Lipopeptid XS15 ist ein synthetisches PamsCys-Derivat, welches mit dem aus 10 L-Aminoséauren
bestehenden hydrophilen Dekapeptid (CGDPKHPKSF) verknupft ist. Die Aminogruppe des N-
terminalen Cysteins ist durch einen Palmitinsdurerest acyliert. An die Cysteinseitenkette ist eine
Dihydroxypropylgruppe mit zwei weiteren Palmitinsdureresten Uber Esterbindungen, verknipft. Die
Primarstruktur, welche in Abbildung 40 dargestellt ist, ist durch die Abfolge der Fettsauren, des
Propylrests und der Aminosaurenkette vorgegeben, welche aus einer Publikation der Arbeitsgruppe
von Tsuguo Watanabe hervorging (Shibata et al., 2000).

~CO—-GDPKHPKSF

Abbildung 40: Struktur des Lipopeptids XS15.
Die C-terminalen neun Aminoséuren sind im Einbuchstabencode dargestellt. Modifziert nach (Rammensee et al.,
2019).

Die vollstandige chemische Bezeichnung lautet: Palmitoyl-L-Cysteinyl((R)-2,3-di(palmitoyloxy)-propyl)-
Glycyl-L-Aspartyl-L-Prolyl-L-Lysyl-L-Histidyl-L-Prolyl-L-Lysyl-L-Seryl-L-Phenylalanin, Hydrochlorid. Im
Dreibuchstabencode entsprechend: Palmitoyl-Cys((R)-2,3-di(palmitoyloxy)-propyl)-Gly-Asp-Pro-Lys-
His-Pro-Lys-Ser-Phe-OH  Hydrochlorid. Elementare Zusammensetzung kann nachfolgender
Summenformel entnommen werden: Cio0H170N14019S. Die molare Masse (monoisotopisch, neutral)
des Lipopeptids betragt 1903.26 g/mol. Der GRAVY-Wert des Dekapeptids liegt mit -1.360 in einem
deutlich hydrophilen Bereich. Der Schmelzpunkt ist bisher nicht bekannt. Im Allgemeinen zersetzen
sich Peptide in Pulverform unter Erhitzung und schmelzen nicht.

Das in dieser Arbeit verwendete XS15 wurde von der Firma Bachem unter GMP-Bedingungen in
Wirkstoffqualitat hergestellt und im Wirkstoffpeptidlabor durch die Schritte Rekonstitution,
Aliguotierung und (zweite) Gefriertrocknung weiterverarbeitet sowie nach eigenen Spezifikationen als
Wirkstoff freigegeben.

Nach der ICH-Richtlinie Q6A mussen fur Wirkstoffe und Arzneimittel synthetisch chemischen
Ursprungs entsprechende Spezifikationen mit Akzeptanzkriterien festgelegt werden (ICH-Q6, 1999).
Dabei muss eine qualitative Aussage zu Farbe und Aussehen des Wirkstoffs vorliegen und die
physikochemischen Eigenschaften der Abbauprodukte bestimmt werden. Des Weiteren muss die
Identitat bestatigt und der Gehalt und Verunreinigungen bestimmt werden. Das Wirkstoffpeptidlabor
hat fur das Adjuvans XS15 eigene Spezifikationen nach der ICH-Richtlinie Q6 aufgestellt. Nur bei
Einhaltung aller Spezifikationen kann das Adjuvans XS15 als Wirkstoff freigegeben werden.
Nachfolgend werden alle Prufpunkte, die in der Spezifikation enthalten sind, beschrieben und die
Ergebnisse fir eine Batch (XS15G003) beispielhaft angegeben.

Zur Bestimmung des Aussehens erfolgt eine visuelle Inspektion des Zustandes des Gebindes, der
Etikettierung und des Aussehens. XS15 liegt als Lyophilisat als weiRes Pulver vor.

Die Identifizierung durch Massenbestimmung wurde mittels Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-
MS) nach Ph. Eur. 2.2.43 durchgefuhrt. Dabei erscheinen Peptide in mehreren Ladungszustanden mit
verschiedenen Masse/Ladungsverhéltnissen (m/z). XS15 erscheint mit den m/z-Werten 635.42
(dreifach protoniert), und 952.63 (zweifach protoniert). Mittels Tandem-Massenspektrometrie (MSMS)
wurde die Primérstruktur des Lipopeptids durch die MSMS-Spektren bestatigt.
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Die Reinheit und der Gehalt werden mittels HPLC-Analyse nach Ph. Eur. 2.2.29 bestimmt. Der Gehalt
von XS15 kann durch Elementaranalyse oder durch Vergleich mit dem Referenzstandard bestimmt
werden. Der Gehalt wird Uber den Stickstoffgehalt mittels Verbrennungsanalyse durch ein externes
Pruflabor ermittelt, da sich dieser ausschliel3lich vom Peptid ableitet. Wasser und Chlorid sind
stickstofffrei und Restlésungsmittel tragen quantitativ vernachlassigbar zum Stickstofffehalt bei. Der
Peptidgehalt der Batch XS15G003 betragt 91.5% (9.43% Stickstoffanteil) mit einer Reinheit von
100.0%.

Chlorid bildet als korrespondierende Base der Salzsaure, das Gegenion zum protonierten XS15 und
ist nichtkovalent gebunden. Der Gehalt von Chlorid wird durch lonenaustauschchromatographie
bestimmt. Der maximal mégliche Gehalt an Chlorid in XS15 kann berechnet werden, indem fir jede
protonierbare Stelle im XS15-Molekil ein Chlorid als Gegenion definiert wird, und betragt 5.3%. Dabei
liegt der Gehalt der Batch XS15G003 bei 4.0%.

Die Bestimmung des Wassergehalts erfolgt durch thermische Desorption und anschlie3ender
Gaschromatographie und hat im Wirkstoffpeptidlabor einen Akzeptanzwert von maximal 6.1%. Der
Wassergehalt der Batch XS15G003 liegt bei 4.0%.

Die Massenbilanz wird als Summe aus Peptidgehalt, Chlorid-Gehalt und Wassergehalt ermittelt, sie
muss bei 100% + 10% liegen. Es ergibt sich eine Massenbilanz der Batch XS15G003 von 99.5%.

Alle wahrend der Herstellung der Bulkware produktberiihrenden Lésungsmittel werden der Analyse
von Ruckstanden durch Kapillargaschromatographie in Anlehnung an USP 467 unterzogen. Die
Akzeptanzgrenze folgt den in der Richtlinie ICH Q3 (R5) angegebenen Werten und liegt bei Acetonitril
< 410 ppm und bei Isopropanol < 5000 ppm. Die Werte der Batch XS15G003 liegen dabei flr AcN bei
< 10 ppm und Isopropanol bei 55 ppm.

Der Test auf SterilitAt wird nach Ph. Eur. 2.6.1 durchgefiihrt. Obwohl die Abwesenheit von
Mikroorganismen fur Wirkstoffe nicht zwingend vorgeschrieben ist, fordert das Wirkstoffpeptidlabor
das Bestehen dieses Tests als Qualitatsmerkmal aller Wirkstoffpeptide. Es wurden keine
Mikroorganismen nachgewiesen.

Die potenzielle Kontamination durch Endotoxin von Gram-negativen Bakterien wird nach
Ph. Eur. 2.6.14 durch den Limulus Amdbozyten-Lysat-Test (LAL-Test) bestimmt. Nach Ph. Eur. 5.1.10
ist der Grenzwert fiir intravendse Applikation 5 IE/kg Endotoxin. Das Akzeptanzkriterium von < 5 IE/mg
stellt sicher, dass die Gesamtmenge von 0.5 IE Endotoxin nicht Gberschritten wird. Das Ergebnis des
Endotoxintests der Batch XS15G003 liegt bei < 1 IE/mg.

3.2.2 Loslichkeit und Filterintegritat

Die Loslichkeit und Sterilfiltration stellen wesentliche Schritte bei der Herstellung von
Vakzinpeptidcocktails dar. Die Ermittlung der Loslichkeit von XS15 erfolgt in verschiedenen
Losungsmitteln. Dabei wird XS15 als Lyophilisat eingewogen und in verschiedenen Konzentrationen
in Wasser, DMSO und einer Mischung von 33% DMSO/Wasser gelost und anschlieBend sterilfiltriert.
Bei der Filterintegritat wird Uberprift, ob es zu einer Interaktion zwischen XS15 und dem Filtermaterial
kommt. Dafir wurde ein Sterilfilter fir hydrophile Lésungen, 0.2 um, 25 mm verwendet. Die Lésung
wird vor und nach Filtration optisch Uberprift und die Peakflachen mittels HPLC verglichen. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 35 zusammenfassend aufgelistet.

Tabelle 35: Test auf Léslichkeit und Filtrierbarkeit.
Es wurden verschiedene Konzentrationen von XS15 in DMSO, Wasser und 33% DMSO/Wasser auf ihre
Léslichkeit und Filtrierbarkeit getestet. Konzentration ¢ in mg/ml, Area in mAU

Probe Lés_ungs- c optische Loslichkeit Filtrierbarkeit Are_a vor Are_a vor
mittel Filtr. Filtr.
H20 5.0 vollstandig gelost, klar leichtgéngig 4599 4599
2.5 vollstandig geldst, klar leichtgéngig 4419 4419
XS15 DMSO 6.6 vollstandig geldst, klar durchfiihrbar 3734 3734
3.0 vollstandig gelost, klar durchfihrbar 4449 4449
DMgg)szo 0.2 vollstandig gel6st, klar durchfiihrbar 3732 3731
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XS15 ist in Wasser bis zu Konzentrationen von 5 mg/ml gut l6slich. In DMSO bis zu Konzentrationen
von 6 mg/ml. Das Wirkstoffpeptidlabor verwendet Wasser fur Injektionszwecke zur Rekonstitution der
Bulkware vor der Aliquotierung und Gefriertrocknung, DMSO zur Rekonstitution des Wirkstoffs vor der
Kombination mit Wirkstoffpeptiden in einen Vakzinpeptidcocktail. DMSO wird als einheitliches
Lésungsmittel fir Wirkstoffpeptide eingesetzt, da die Loslichkeiten von Peptiden mit unterschiedlichen
physikochemischen Eigenschaften in wassrigen Lésungen zu stark variieren. Nach der Rekonstitution
werden die Wirkstoffpeptide gepoolt und anschlieBend durch Zugabe von 2/3 Wasser auf die
gewtlinschte Endkonzentration in 33% DMSO/Wasser gebracht.

Um eine ausreichende Filtration zu gewahrleisten wurde ein Probenvolumen von mindesten 500 pl
verwendet. Bei allen Konzentrationen und Ldsungsmitteln konnte die Sterilfiltration durchgefuhrt
werden. Um einen direkten Vergleich zu ermdglichen wurden vor und nach der Filtration Proben
mittels HPLC analysiert und die Peakflachen miteinander verglichen. In Abbildung 41 ist der
prozentuale Unterschied nach der Filtration dargestellt. Dabei ist er bei den meisten Konzentrationen
und Loésungsmitteln deutlich unter 0.5%. Bei 2.5 mg/ml in Wasser war die Peakflache nach der
Filtration héher als davor, was zu einer Zunahme von 0.66% fuhrte.

prozentualer Verlust nach Filtration

0.2 mg/ml in
% 5.0 mg/ml in 2.5 mg/ml in 6.6 mg/ml in 3.0 mg/ml in 33%
Wasser Wasser DMSO DMSO DMSO/Wasser
1.50
1.00 0.66
0.50
0.00 0.00
0.00
-0.04
-0.50 -0.19
-1.00
-1.50

Abbildung 41: Filtrationsverluste von XS15
Vergleich der Peakflachen mittels HPLC-Analyse vor und nach der Filtration und Berechnung des prozentualen
Unterschiedes. Es wurden funf verschiedene Konzentrationen in drei verschiedenen
Lésungsmittelzusammensetzungen untersucht.

Der maximale Verlust von XS15 nach der Sterilfiltrationen lag bei -0.19% in 6.6 mg/ml DMSO vor. Die
prozentualen Unterschiede vor und nach der Filtration liegen bei allen
Lésungsmittelzusammensetzungen deutlich unter 1%. Es ist nicht von einer Interaktion von XS15 mit
dem Filtermaterial auszugehen.

3.2.3 Stresstests

Die Planung, Durchfihrung und HPLC-Analyse der Stresstests erfolgten durch M. Richter. Die
Identifizierung der Nebenprodukte mittels MS und MSMS wurde von S. Stevanovié! und M. Ghosh!
durchgefuhrt.

1. Abteilung fur Immunologie, Interfakultares Institut fur Zellbiologie, Universitat Tubingen

Um bei der Methodenentwicklung zu gewéhrleisten, dass potenzielle Abbau- oder Nebenprodukte
aufgrund der chemischen Synthese oder Lagerbedingungen, detektiert werden koénnen, werden
Stresstests mit XS15 durchgefiihrt, um diese zu generieren. Dabei sollen Informationen uber die
grundlegende Stabilitdét von XS15 in einem reaktionstrdgen Behdlter unter potenziell abbauenden
Bedingungen gesammelt werden. Der Einfluss der Temperatur und von Lésungen mit verschiedenen
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pH-Werten wurde untersucht. In der Pharmakopde wird zur Bestimmung der Verseifungszahl
allgemein eine Verseifung mit 0.5 M KOH (ethanolisch) und entsprechender Neutralisation mit
0.5 M TFA vorgeschlagen. Dabei soll durch wassrige Losung eines Hydroxids, wie Kaliumhydroxid,
ein Ester hydrolysiert werden. Der Vorgang ist irreversibel (Ph.Eur.9.0, 2017). Fur die HPLC-Analytik
wird dementsprechend ein breiter Gradient gewahlt, um alle potenziellen Abbauprodukte detektieren
zu kénnen.

Fur den ersten Stresstest wurde XS15 in einer Konzentration von 0.5 mg/ml in Wasser geldst und
unter 60°C gelagert. In regelméaRigen Zeitabstdnden werden Proben entnommen und direkt mittels
HPLC analysiert. Dabei werden 10 pl injiziert, was einem Gehalt von 5 g entspricht.

Da nach 6 Stunden keine Veranderung von XS15 zu erkennen war, wurde die Testzeit auf 32 Stunden

verlangert. In Abbildung 42 sind die Chromatogramme der Zeitpunkte TO und T32h

Ubereinandergelegt. Dabei ist ein minimaler Peak nach 23.3 min zu erkennen. Der XS15-Peak zeigt

eine geringe Abnahme in der Peakhdhe nach 32 h.
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Abbildung 42: Stresstest von XS15 bei 60°C.
Uberlagerungen der Chromatogramme von XS15 bei 60°C der Zeitpunkte TO und T32h. Konzentration von
0.5 mg/ml in Wasser, 10 pl Injektionsvolumen, Gradient von 10% bis 100% B, Detektion bei 220 nm.

Erst nach 32 h bei 60°C ist eine geringe Abnahme von XS15 und das Entstehen eines Abbauprodukts
zu erkennen. Das Nebenprodukt wurde mittels Massenspektrometrie analysiert. Aufgrund der
geringen Menge gestaltete sich die Identifizierung als schwierig. Vermutlich ist das Nebenprodukt
Pam2Cys-GDPKHPKSF, da ein m/z-Wert von 550.013* detektiert wurde. Das wirde bedeuten, dass
ein Palmitoylrest abgespalten wurde.

Aufgrund der geringen Auswirkung von 60°C auf XS15 wurde die Temperatur auf 100°C erhdht. Die
Temperatur wird mittels Temperaturfihler Gberwacht. XS15 wird in einer Konzentration von 1 mg/ml in
Wasser geldst. Fir die HPLC-Analytik wurden 5 pl injiziert, was einem Gehalt von 5 pg entspricht. In
Abbildung 43 sind die Chromatogramme in stiindlichen Zeitabstdnden bis 5 h abgebildet. Dabei sind
nach 120 min zwei kleine Peaks bei Minute 11 und 27.5 kurz vor dem XS15-Peak zu erkennen,
welche erst nach 300 min deutlich zu sehen sind. Die entstandenen Nebenprodukte sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. Am auffallendsten ist die Abnahme der Peakhdhe von XS15 tiber 300 min.
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Abbildung 43: Stack-Plot Stresstest von XS15 bei 100°C tiber 300 min.
Es sind die Chromatogramme der Zeitpunkte TO, T60, T120, T180, T240 und T300 zu sehen. Konzentration von
1.0 mg/ml in Wasser, 5 pl Injektionsvolumen, Gradient von 10% bis 100% B, Detektion bei 220 nm.

Da die Peaks in den Chromatogrammen sehr klein ausfallen, wurden die prozentuellen Peakflachen
genauer betrachtet. Dabei ist zu erkennen, dass XS15 Uber eine Stunde bei 100°C stabil ist. Erst nach
vier bzw. funf Stunden nimmt der prozentuale Anteil der Peakflaichen der Nebenprodukte zu, und
entsprechend der von XS15 ab (vgl. Abbildung 44).
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Abbildung 44: Vergleich der prozentualen Peakflachen von XS15 und den Nebenprodukten.
Schematische Darstellung der %Area von XS15 und allen Nebenprodukten zusammengefasst tber 300 min bei

100°C.

Die entstandenen Nebenprodukte wurden versucht mittels massenspektrometrischer Analyse (MSMS)
zu identifizieren. Da beide Nebenprodukte in der Probe enthalten sind, konnte keine eindeutige
Zuordnung dieser stattfinden. Die im Folgenden beschriebene Zuordnung der Nebenprodukte wird
gemutmalt. Dabei fehlt bei Nebenprodukt 1 teilweise Palmitoyl (550.013*) oder PamsCys (506.762).
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Was bedeutet, dass die Fettsduren nach und nach abgehen und nur noch das Peptid GDPKHPKSF
Ubrig ist. Bei dem Nebenprodukt 2 fehlen die Fettsauren komplett sowie die ersten zwei Aminosauren
(PamsCys-GD). Ubrig bleibt das y7-Fragment (420.742+), welches der Sequenz PKHPKSF entspricht.
In den MS-Spektren der Nebenprodukte wurden auch die Peptid-Bruchstiicke y4 (PKSF, 478.26) und
HPKSF (615.32) gefunden.

Als nachstes wird XS15 durch Verseifung im basischen Milieu gestresst. Dabei wird der Vorgang der
basischen Esterhydrolyse nach der Beschreibung in der Pharmakopde mit 0.5 M KOH durchgefihrt.
XS15 wird als Lyophilisat abgewogen und in einer Konzentration von 1.0 mg/ml in 0.5 M KOH geldst
und bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach regelmafRigen Zeitabstdnden werden Proben
entnommen und mit der gleichen Menge an 0.5 M TFA neutralisiert. Analyse mittels HPLC und einem
Injektionsvolumen von 10 ul (5 ug).

Die erste Probe wurde nach 1 h genommen und zeigte in der HPLC-Analyse kein XS15 mehr. Es
waren nur noch Abbauprodukte zu erkennen, welche so degradiert waren, dass sie nicht mehr
identifiziert werden konnten. Um die Entwicklung und Entstehung von Nebenprodukten nachverfolgen
zu kénnen, missen die Bedingungen des Stresstestes durch Verseifung deutlich angepasst werden.
Dabei wurden verschiedene Molaritaten von KOH von 0.1 M bis 0.001 M getestet und die Bedingung
von 0.01 M fiur einen weiteren Stresstest als geeignet angesehen. Daraufhin wird XS15 mit 0.01 M
KOH bei Raumtemperatur gestresst und Proben bereits hach 5 Minuten und alle weiteren 5 Minuten
entnommen. Die Neutralisation der Probe erfolgt entsprechend mit der gleichen Menge 0.01 M TFA.
Analyse mittels HPLC und einem Injektionsvolumen von 10 pl (5 ug).

Wie in Abbildung 45 zu sehen, sind bereits nach funf Minuten unter 0.01 M KOH deutliche
Nebenproduktpeaks zu erkennen und nach einer Stunde ist nur noch ein kleiner XS15-Peak zu sehen.
Dabei entsteht zuerst das Nebenprodukt 3, welches im Laufe der Zeit wiederum abgebaut wird. Der
Peak des Nebenprodukts 4 dagegen nimmt im zeitlichen Verlauf immer weiter zu.
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Abbildung 45: Stack-Plot Stresstest XS15 mit 0.01 M KOH.

XS15 in einer Konzentration von 1.0 mg/ml in 0.01 M KOH bei Raumtemperatur. Es sind die Chromatogramme
der Zeitpunkte TO, T5, T25, T45 und T60 zu sehen (von oben nach unten). 10 pl Injektionsvolumen, Gradient von
10% bis 100% B, Detektion bei 220 nm.
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Die entstandenen Nebenprodukte konnten mittels massenspektrometrischer Analyse (MSMS)
identifiziert werden. Da bereits nach 5 Minuten beide Nebenprodukte in der Probe enthalten sind,
konnte keine eindeutige Zuordnung der Nebenprodukte stattfinden. Es ist wahrscheinlich, dass bei
Nebenprodukt 3 ein Palmitoyl fehlt und nur noch Pam:Cys-GDPKHPKSF (550.01%*) vorhanden ist. Bei
Nebenprodukt 4 handelt es sich vermutlich um Pam(N)Cys(propyl)-GDPKHPKSF (464.60%*) bei dem
2 x Palmitoyl fehlt. In den MS Spektren der Nebenprodukte wurden auch die Peptid-Bruchstiicke y9
(GDPKHPKSF), y7 (PKHPKSF), y4 (PKSF) und HPKSF gefunden.

In Abbildung 46 ist der Verlauf der Zu- und Abnahme der Peakflachen von XS15 und den
Nebenprodukten im zeitlichen Verlauf dargestellt. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass die Peakflache
von XS15 konstant abnimmt und nach 165 min kaum noch zu detektieren ist. Die Peakflache von
Nebenprodukt 3 nimmt bis Minute 25 zu und dann wieder ab, bis auch sie kaum noch detektiert
werden kann. Das Nebenprodukt 4 weist in seiner Peakflache eine konstante Zunahme auf und ist
auch im Chromatogramm immer deutlicher als Peak zu erkennen.
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Abbildung 46: Schematische Darstellung der Verlaufe der Peakflichen von XS15 und den
Nebenprodukten 1 und 2 tiber 165 min.
Oben: Peakflache von XS15, Unten: Peakflachen von Nebenprodukt 3 (NP3) und Nebenprodukt 4 (NP4).

In Abbildung 47 ist die Struktur von XS15 mit den gekennzeichneten Bruchstellen dargestellt und in

Tabelle 36 sind alle bei den Stresstests identifizierten Fragmente aufgelistet. Dabei bezieht sich das
m/z-Verhaltnis jeweils auf das Fragment.
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Abbildung 47: Darstellung der méglichen Fragmentierung von XS15.
Die blauen Striche kennzeichnen die Bruchstellen der Fragmente mit entsprechendem m/z-Wert.

Tabelle 36: Ubersicht und Charakterisierung der Fragmente, welche durch die Stresstests entstanden
sind.
Masse m, Ladung z. Das m/z-Verhaltnis bezieht sich jeweils auf das zugehdrige Fragment.

m/z Z Fragment fehlendes Fragment
420.74 2 PKHPKSF (y7) PamsCys-GD
464.60 3 Pagg\g%ségggy') 2 x Pam(O)
478.26 1 PKSF (y4) PamsCys-GDPKH
506.76 2 GDPKHPKSF (y9) PamsCys

1012.52 1 GDPKHPKSF (y9) PamsCys
550.01 3 Pam:Cys-GDPKHPKSF Pam(O)
615.32 1 HPKSF PamsCys-GDPK

Zusammenfassend ist XS15 in einem Temperaturbereich von 20°C bis 60°C und in sauren Lésungen
stabil. Nach 32 h unter 60°C ist ein minimaler Nebenproduktpeak in dem Chromatogramm zu
erkennen. Bei einer Temperatur von 100°C baut sich XS15 nach ca. 1 h langsam ab und in Lésungen
mit basischem Milieu ist XS15 sehr instabil, wodurch nach kirzester Zeit Palmitoylreste von XS15
abgespalten werden.

Mit Hilfe dieser Nebenprodukte kdnnen entsprechende analytische Methoden fur XS15 entwickelt
werden, welche die potenziellen Abbauprodukte zuverlassig analysieren und detektieren kdnnen und
eine zuverlassige Quantifizierung von XS15 zulassen. Fir die Methodenentwicklung ist dabei die
Stabilitat bei erhéhten Temperaturen besonders interessant, da Analysen mit bis zu 60°C durchgefuhrt
werden kdnnen.

3.2.4 Entwicklung der HPLC-Analytik

Bei der Entwicklung der HPLC-Analytik wurden zuerst vorhandene Methoden fur die Analyse von
XS15 getestet. Da XS15 mit keiner Methode im Trennbereich detektiert werden konnte, wurde ein
Ubersichtsgradient von 10% bis 100% B gefahren. Dabei konnte eine sehr spate Elution von XS15
von der Saule beobachtet werden. Die Analyse mit der Optimierungsséaule ist demnach mdéglich,
jedoch nicht mit vorhandenen Methoden. Es muss eine eigene HPLC-Methode fur XS15 entwickelt
werden.
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Sowohl die stationare als auch die mobile Phase mit der Flussrate und die Wellenlange der UV-
Detektion bleiben unverandert. Die Parameter Gradient, Temperatur und Probenvorbereitung mit
Injektionsvolumen werden genauer betrachtet. Die Methodenentwicklung fir XS15 wurde zeitgleich
mit den Stresstests durchgefihrt.

Bei den Stresstests konnte gezeigt werden, dass ein Gradient von 10% bis 100% B ausreicht, um alle
Nebenprodukte zuverldssig und getrennt voneinander zu detektieren. Deswegen wird dieser
unverandert fir die Methode verwendet. Dabei wird ein Zeitraum von 25 Minuten fiir den Gradienten
mit einer Steigung von 3.6 %/min festgelegt. Dies entspricht einem Gradientenvolumen von 12.5 ml

und einem ‘;—G—Verhaltnis von 11.79. Da der Gradient bereits bis 100% B lauft, konnte die Methode im
C
Vergleich zu Gradient Ill um zwei Schritte gekirzt werden. Die Endbedingung des Gradienten ist

gleichzeitig der Beginn der Reinigung der S&ule. Zur Festlegung der Zeiten der Reinigung und
Equilibrieren fand eine Orientierung an den Zeiten der Methode Gradient Il statt.
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Abbildung 48: Vergleich verschiedener Temperaturen der XS15 HPLC-Analytik fur die
Methodenentwicklung von XS15_NP.

Es sind die Temperaturen 30°C (schwarz), 40°C (grun), 50°C (grau) und 60°C (blau) zu sehen. Gradient 10% bis
100% B. Konzentration von XS15 0.5 mg/ml in 100% DMSO, Injektionsvolumen 10 pl, Detektion bei 220 nm.

Um die optimale Temperatur zu ermitteln, wurden die Saulenofentemperaturen von 20°C bis 60°C, in
10°C-Schritten, getestet. Dabei war eine deutliche Verschiebung der Retentionszeit von XS15 zu
beobachten. Bei 30°C war der XS15-Peak im Bereich des Absinkens der Basislinie zu sehen und erst
bei 60°C lag der Peak in einem Bereich mit gerader Basislinie (siehe Abbildung 48). Je hoher die
Saulentemperatur, desto friher eluierte XS15 von der Sdule. Bei einer Saulenofentemperatur von
60°C war die beste Peakform von XS15 zu sehen. Da XS15 bei einer Temperatur von 60°C stabil ist,
wurde diese fur die Methode ausgewdhlt. Die Methode wird XS15_NP genannt, da sie sowohl die
Analyse von XS15 als auch von dessen Nebenprodukten ermdglicht. In Tabelle 37 ist der genaue
Ablauf der Methode XS15_NP aufgezeigt.
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Tabelle 37: XS15_NP.
Methode fir die Analyse von XS15 und seinen Nebenprodukten mit einem Gradienten von 10% bis 100% B bei
einer Flussrate von 0.5 ml/min, einer Saulentemperatur von 60°C und einer Gesamtanalysenzeit von 40 min.

XS15_NP Step Time Flow %A %B

Equilibrieren 1 0.0 0.5 90.0 10.0

) 2 15 0.5 90.0 10.0
Gradient

3 26.5 0.5 0.0 100.0

Reinigung 4 315 0.5 0.0 100.0

o 5 32.0 0.5 90.0 10.0
Equilibrieren

6 40.0 0.5 90.0 10.0

Bei der Methode XS15 NP kdnnen zwar alle Nebenprodukte abgebildet werden, allerdings eluiert
XS15 sehr spéat und eine Quantifizierung ist aufgrund der schnell abfallenden Basislinie nach dem
XS15-Peak nicht zuverlassig moglich. Bei der Quantifizierung wird XS15 mit einer Referenz in
Vergleich gesetzt, wodurch mdgliche Abbauvorgénge durch den Vergleich der Peakflachen deutlich
erkennbar sind. Deshalb ist es nicht zwingend notwendig einen breiten und zeitaufwéndigen
Gradienten bei jeder Quantifizierung von XS15 zu fahren. Bei Auffalligkeiten, wie zum Beispiel der
deutlichen Abnahme der Peakflache, kann eine weitere Analyse mit dem Gradient XS15 NP zur
Uberpriifung auf entstandene Nebenprodukte durchgefiihrt werden. AuRerdem wird jede Probe von
XS15 durch massenspektrometrische Analysen auf die Identitat Gberprift, wobei das Vorhandensein
von Nebenprodukten auffallen wirde.

Fir die Quantifizierung in der Routineanalyse - aulRerhalb der Einzelstofffreigabeanalytik - ist es
ausreichend, nur den XS15-Peak deutlich im Chromatogramm zu erkennen. Dabei ist eine ruhige
Basislinie um den XS15-Peak fiir eine zuverlassige Quantifizierung notwendig. Aul3erdem kann durch
die Entwicklung einer weiteren Methode die Analysendauer heruntergesetzt werden. Fir die
Quantifizierung wird deshalb eine separate Methode entwickelt, welche nur XS15 abbildet.

Dabei liegen die Prioritaten im Vergleich zu den optimierten Methoden Gradient | und Il nicht auf der
Auflésung, sondern in der Peakform und Position des Peaks im Chromatogramm. Mit der entwickelten
Methode soll nur XS15 analysiert werden, weswegen der Umfang der Methodenentwicklung
entsprechend kleiner ausfallt.

Dabei wurden verschieden breite Gradienten getestet, beginnend bei 70% B, da XS15 bei einem
Gradienten von 10% bis 100% B sehr spat eluiert. Da die Breite der Gradienten dadurch stark
verringert wird, wurde die Gradientenzeit dementsprechend auf 8.5 min reduziert. Dies entspricht

einem Gradientenvolumen von 4.25 ml und einem Z—G—Verhéltnis von 4.01. Es wurden Steigungen
Cc
zwischen 2.4%/min und 3.5%/min fir die zu testenden Gradienten erreicht.

Um Carryover auf nachfolgende Analysenlaufe zu verhindern wurde der Reinigungsschritt mit 100%
Acetonitril auf 10.5 Minuten ausgedehnt. Fir eine ruhige Basislinie und eine Gesamtanalysendauer
von 30 Minuten wurde das Equilibrieren am Ende der Methode auf 9 Minuten hoch gesetzt.

In Abbildung 49 wurden die Chromatogramme der drei getesteten Gradienten Ubereinandergelegt, um
einen direkten Vergleich dieser zu ermdglichen. Der XS15-Peak bei dem Gradienten 70% bis 100% B
ist erst sehr spat zu erkennen und die Basislinie fallt direkt danach ab. Bei 75% bis 100% B eluiert
XS15 etwas fruher, die Basislinie fallt aber auch dort direkt nach dem Peak ab. Nur bei Gradient 80%
bis 100% B ist sowohl vor als auch nach dem XS15-Peak eine ruhige Basislinie zu sehen. AuRerdem
eluiert XS15 in ausreichendem Abstand zum Lésungsmittelpeak und die Peakform entspricht den
Anforderungen.

84



Ergebnisse

- —— Gradient 80 - 100% B
- —— Gradient 75 - 100% B
— Gradient 70 - 100% B
0.90
0.80
0.70
2 080
£
c 050
2
a
‘6 0.40
<

-0.10
0.00 2.00 4.00 6.00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00

Retentionszeit in min

Abbildung 49: Vergleich verschiedener Gradienten der XS15 HPLC-Analytik fir die Methodenentwicklung.
Es sind die Gradient 70% bis 100% B (griin), 75% bis 100% B (lila) und 80% bis 100% B (blau) zu sehen.
Konzentration von XS15 1.0 mg/ml in 33% DMSO/H20, Injektionsvolumen 10 pl, Detektion bei 220 nm.

Fir die Methode wird ein Gradient von 80% bis 100% B mit einer Steigung von 2.4%/min festgelegt.
Die Equilibrierzeiten sind ausreichend, da zu Beginn und Ende der Methode eine ruhige Basislinie zu
erkennen ist. Zur Uberpriifung der Eignung der S&ulenofentemperatur wurden die Temperaturen
30°C, 40°C, 50°C und 60°C untersucht und direkt miteinander verglichen.

Dabei ist wie zuvor zu sehen, dass bei zunehmender Saulenofentemperatur die Retentionszeit von
XS15 abnimmt. Bei der Saulenofentemperatur von 60°C weist XS15 die mittigste Position innerhalb
des Chromatogramms als auch die beste Peakform auf (vgl. Abbildung 50). Deshalb wird auch fir
diese Methode eine Saulenofentemperatur von 60°C festgelegt.

Die Methode wird XS15_EP, EP fur Endprodukt genannt und ist produktspezifisch fur XS15 entwickelt.
Der genaue Ablauf der Methode XS15 EP ist der Tabelle 38 zu enthehmen.
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Abbildung 50: Vergleich verschiedener Temperaturen der XS15 HPLC-Analytik fur die
Methodenentwicklung von XS15_EP.

Es sind die Temperaturen 30°C (schwarz), 40°C (gruin), 50°C (grau) und 60°C (blau) zu sehen. Gradient 80% bis
100% B. Konzentration von XS15 0.5 mg/ml in 100% DMSO, Injektionsvolumen 10 pl, Detektion bei 220 nm.

Die entwickelte Methode XS15 NP ist geeignet fiir Wareneingangspriifungen und Uberpriifung auf
Nebenprodukte, da sie mit ihnrem breiten Gradienten alle potenziellen Abbauprodukte abdeckt.

Die Methode XS15 EP ist fur die Quantifizierung von XS15 entwickelt worden und bestens dafir
geeignet, da sie den XS15-Peak mit guter Peakform in der Mitte des Chromatogramms, umgeben von
einer ruhigen Basislinie zeigt.

Tabelle 38: XS15_EP.
Methode fiir die Quantifizierung von XS15 mit einem Gradienten von 80% bis 100% B bei einer Flussrate von
0.5 ml/min, einer Saulentemperatur von 60°C und einer Gesamtanalysenzeit von 30 min.

XS15_EP Step Time Flow %A %B

Equilibrieren 1 0.0 0.5 20.0 80.0

i 2 15 0.5 20.0 80.0
Gradient

3 10.0 0.5 0.0 100.0

Reinigung 4 20.5 0.5 0.0 100.0

o 5 21.0 0.5 20.0 80.0
Equilibrieren

6 30.0 0.5 20.0 80.0
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3.2.5 XS15 HPLC-Analytik in einem Peptidcocktail

Die Analytik von XS15 in einem Vakzinpeptidcocktail bringt einige Schwierigkeiten mit sich. Die
Konzentration von XS15 ist innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails bis zu 6 Mal geringer als die der
beinhalteten Wirkstoffpeptide und XS15 eluiert im Vergleich zu den Wirkstoffpeptiden erst sehr spét.
Fur die folgenden Analysen wurde der Vakzinpeptidcocktail 1916, welcher aus 10 Wirkstoffpeptiden
und XS15 besteht, herangezogen. Die Konzentration der einzelnen Wirkstoffpeptide betragt dabei
0.6 mg/ml, XS15 liegt nur in einer Konzentration von 0.1 mg/ml vor.

Bei der Methode Gradient Il eluiert XS15 erst beim Reinigungsschritt der Methode und bei XS15_NP
rutschen die ersten Wirkstoffpeptide in den Lésungsmittelpeak (vgl. Abbildung 51). AuRerdem ist die
Peakhdhe und -flache von XS15 in beiden Methoden sehr gering, was zu Problemen bei der
Quantifizierung fuhrt. Wird das Injektionsvolumen des Vakzinpeptidcocktails entsprechend erhdht, um
fir XS15 eine geeignete Peakflache zu erreichen, wird die Saule mit den Wirkstoffpeptiden tberladen
und eine Auswertung dieser ist nicht mehr mdglich. AuRerdem wiirde die Uberladung der S&ule zu
einer Verschleppung der Wirkstoffpeptide in die nachsten Laufe fihren und zu einer Verringerung der
Lebensdauer der Saule beitragen.
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Abbildung 51: Vergleich der Methoden Gradient lll und XS15_NP in der Cocktailanalytik von Charge 1916.
Analyse der Charge 1916 mit jeweils 10 pl Injektionsvolumen. Peptidkonzentration pro Peptid 0.6 mg/ml, XS15-
Konzentration 0.1 mg/ml.

Eine Quantifizierung aller Komponenten eines Vakzinpeptidcocktails ist demnach nicht mit einer
einzelnen Analyse zu bewadltigen. Die Wirkstoffpeptide des Vakzinpeptidcocktails kénnen mit den
bereits optimierten Methoden Gradient I, 1l und IIl analysiert und quantifiziert werden. XS15 muss
separat analysiert werden. Da das Injektionsvolumen deutlich erhéht werden muss, ist eine Analyse
mit XS15_NP nicht mdglich, denn das wiirde zu einer Uberladung der Saule filhren. AuRerdem ist
eine Quantifizierung mit dieser Methode nicht zuverlassig. Eine Analyse und Quantifizierung von XS15
mit der Methode XS15 EP bietet sich aus zwei Griinden an. Erstens ist eine Quantifizierung bestens
geeignet und zweitens gehen die Wirkstoffpeptide aufgrund der hohen Anfangskonzentration von
Acetonitril gar keine Interaktion mit der Saule ein, sondern eluieren direkt mit dem Lésungsmittelpeak
zu Beginn der Analyse. Somit wird ein Uberladen der Saule umgangen und die Peptid-Peaks kommen
dem XS15-Peak nicht in die Quere.

In Abbildung 52 ist die Analyse des Vakzinpeptidcocktails mit den Methoden Gradient | und Il fur die
Wirkstoffpeptide und XS15 EP fur XS15 gezeigt. Das Injektionsvolumen der Cocktailmethoden
betragt dabei 10 pl, das von XS15 EP 50 ul. Dabei werden die einzelnen Wirkstoffpeptide beinahe

87



Ergebnisse

vollstandig basisliniengetrennt dargestellt und die Peakflache von XS15 ist ausreichend grof3. Der
Lésungsmittelpeak zu Beginn des XS15-Chromatogramms ist zwar deutlich verbreitet, jedoch ist
ausreichend Spielraum zwischen diesem und dem XS15-Peak gegeben. Eine Quantifizierung kann
demnach fur alle Komponenten des Vakzinpeptidcocktails durchgefuhrt werden. Die
Gesamtanalysenzeit eines Cocktails, mit jeweils 30 Minuten fir Gradient I, Il und XS15_EP, betragt
dabei 90 Minuten, ohne Referenzlaufe.
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Abbildung 52: Analyse des Vakzinpeptidcocktails 1916 mit drei Methoden.

Oben: Analyse mit Gradient |, die ersten sechs Peptide sind zu erkennen, Injektionsvolumen 10 pl. Mitte: Analyse
mit Gradient Il, die letzten vier Peptide sind zu sehen, Injektionsvolumen 10 pl. Unten: Analyse von XS15 mit
XS15_EP mit einem Injektionsvolumen von 50 pl. Detektion bei 220 nm.
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3.2.6 Kurzzeitstabilitat

Um die Stabilitdt des Adjuvans bei der Weiterverarbeitung von XS15 und der Herstellung eines
Vakzinpeptidcocktails zu gewahrleisten, werden Kurzzeitstabilitdtstests durchgefihrt.

Dabei wird die Stabilitdt von XS15 in verschiedenen Lésungsmitteln bei Raumtemperatur (20°C) Uber
24 Stunden ermittelt. Dabei wird XS15 in definierten Zeitintervallen mittels HPLC (XS15 EP) und MS
analysiert. Daftr wird das Lyophilisat von XS15 abgewogen und in den entsprechenden
Ldsungsmitteln geldst. Es wird die Kurzzeitstabilitat von XS15 in den Losungsmitteln Wasser, DMSO
und 33% DMSO/Wasser getestet. Dabei wurde, wie fir die Herstellung von Vakzinpeptidcocktails,
hochreines Wasser, water for injection (wfi), verwendet. Der Zeitpunkt TO entspricht dabei dem
Zeitpunkt der Herstellung der jeweiligen Losung.

Fur die Auswertung werden die Peakflachen von XS15 zu jedem Zeitpunkt mit dem Zeitpunkt TO in
Relation gesetzt. Dabei gilt XS15 als stabil, wenn zu jedem Prufzeitpunkt der Gehalt zu TO * 5%
betragt und die Reinheit Uber 95.0% liegt. Die Retentionszeiten sollen innerhalb des Tests in einem
Bereich von £ 0.2 min liegen. Zu Beginn und Ende werden Identitatspriifungen mittels der set mass im
MS und zur Bestatigung der Sequenz Uber MSMS mittels Referenzfragmentspektrum durchgefihrt,
welche die Identitat und Sequenz bestatigen missen.

Bei der Auswertung der HPLC-Analyse ist optisch kein Unterschied zwischen den Peaks von TO und
T24 in den Chromatogrammen zu sehen. In Abbildung 53 sind die Chromatogramme von XS15 in
100% DMSO und Wasser zu erkennen.
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Abbildung 53: Chromatogramme der Kurzzeitstabilitatsprifung von XS15 in verschiedenen
Lésungsmitteln.

Analyse mit XS15_EP von XS15 in DMSO zu den Zeitpunkten TO und T24 und in Wasser zu den Zeitpunkten TO
und T25. Konzentration 1 mg/ml, Injektionsvolumen 5 pl, Detektion bei 220 nm.

Da eine optische Auswertung der Chromatogramme nicht ausreicht, sind die Retentionszeiten,
Peakflachen und die Reinheit von XS15 in allen drei Lésungsmitteln in Tabelle 39 aufgelistet. Dabei
wurde der Gehalt zu TO fur jeden Prufzeitpunkt berechnet. Die Ergebnisse der MS-Analyse von TO
und T24 sind auch der Tabelle 39 zu entnehmen.
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Tabelle 39: Ubersicht der Ergebnisse der Kurzzeitstabilitatspriifung von XS15.
Lésungsmittel: DMSO, Wasser und 33% DMSO/Wasser, RT in min, Area in mAU.

Probe Zeitpunkt RT Reinheit Area Area % Set mass Fragment-
zu T0 spektrum
TO 8.85 99.5% 4215 100.0% 635.76  entspricht
T2 8.84 99.1% 4205 99.8%
T4 8.83 99.3% 4209 99.9%
T6 8.84 99.2% 4202 99.7%
T8 8.83 99.1% 4211 99.9%
T10 8.82 99.2% 4212 99.9%
100% T12 8.80 99.5% 4205 99.8%
DMSO
T14 8.81 99.5% 4207 99.8%
T16 8.78 99.3% 4208 99.8%
T18 8.79 99.2% 4201 99.7%
T20 8.77 99.1% 4210 99.9%
T22 8.77 99.0% 4203 99.7%
T24 8.77 99.2% 4212 99.9% 635.76  entspricht
TO 8.85 98.9% 4200 100.0% 635.76  entspricht
T2 8.84 99.4% 4206 100.1%
T4 8.83 99.5% 4195 99.9%
T6 8.84 99.1% 4210 100.2%
T8 8.82 99.2% 4204 100.1%
T10 8.84 98.6% 4197 99.9%
100 % T12 8.82 98.6% 4191 99.8%
Wasser
T14 8.81 98.7% 4200 100.0%
T16 8.81 98.7% 4191 99.8%
T18 8.80 98.6% 4191 99.8%
T20 8.79 98.3% 4195 99.9%
T22 8.80 98.2% 4198 100.0%
T24 8.76 97.9% 4196 99.9% 635.76  entspricht
TO 9.27 99.2% 4120 100.0% 635.76  entspricht
T2 9.27 99.0% 4115 99.9%
T4 9.27 99.3% 4120 100.0%
T6 9.23 98.9% 4128 100.2%
T8 9.25 98.7% 4117 99.9%
33 % T10 9.22 98.9% 4116 99.9%
DMSO/H,0 T12 9.25 98.3% 4090 99.3%
T14 9.19 98.7% 4052 98.4%
T16 9.23 98.5% 4094 99.4%
T18 9.23 98.4% 4071 98.8%
T20 9.20 98.4% 4091 99.3%
T22 9.20 98.4% 4067 98.7%
T24 9.19 98.2% 4115 99.9% 635.76  entspricht

Die Retentionszeiten liegen innerhalb jeder Messreihe in dem Bereich von + 0.2 min. Dabei liegt der
grofRte Unterschied mit 0.09 min in der Messreihe 100% Wasser. Die Reinheit liegt zu jedem
Prufzeitpunkt Uber 95% und der Unterschied im Gehalt zu TO betragt maximal 0.7%. Die
Anforderungen an die HPLC-Analytik werden zu jedem Zeitpunkt eingehalten.

Zu den Zeitpunkten TO und T24 wurden massenspektrometrische Analysen durchgefuhrt. Diese
bestatigen die Identitat und Sequenz zu Beginn und Ende der Kurzzeitstabilititsprufung. Die
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Voraussetzungen an die Stabilitat von XS15 fir die Weiterverarbeitung von XS15 (Aliquotierung) und
Kombination mit Peptiden zu einem Cocktail ist gegeben.

Da bei der Herstellung von Vakzinpeptidcocktails diese fiir eine gewisse Zeit bei Raumtemperatur
stehen, bevor sie bei -20°C gelagert werden, muss die Stabilitat von XS15 innerhalb eines
Vakzinpeptidcocktails fur diesen Zeitraum gegeben sein. Dafir wird die Kurzzeitstabilitdt von XS15 in
dem Vakzinpeptidcocktail 1920, welche identisch mit 1916 ist, tGberpruft. Dabei liegt XS15 neben den
10 Wirkstoffpeptiden in einer Konzentration von 0.1 mg/ml in 33% DMSO/wfi vor. XS15 wird mit der
Methode XS15 EP und einem Injektionsvolumen von 50 pl alle 2 h Gber 24 h mittels HPLC analysiert.
Die Identitat bei TO und T24 wird wiederum Uber massenspektrometrische Analysen Uberprift.

In Tabelle 40 sind die Ergebnisse der Kurzzeitstabilitat von XS15 in dem Vakzinpeptidcocktail 1920
zusammenfassend dargestellt. Dabei liegt die Reinheit von XS15 zu jedem Zeitpunkt Giber 95% und
die Retentionszeiten liegen in einem Bereich von = 0.2 min. Der Verlust des Peptidgehalts im
Verhdltnis zum Zeitpunkt 0 war mit maximalen 0.7% zu jedem Prifzeitpunkt geringer als das
Akzeptanzkriterium  5%. Aullerdem konnten zu jedem = Zeitpunkt die geforderten
massenspektrometrischen Identitatskriterien erfillt werden.

Tabelle 40: Ubersicht der HPLC-Ergebnisse der Kurzzeitstabilitat von XS15 in der Cocktail 1920 iiber 24 h
bei 20°C

Probe | Zeitpunkt RT Reinheit Area Area’  getmass ragment-
zu T0 spektrum
TO 9.28 99.4% 4641 100.0% 635.76  entspricht
T2 9.29 99.3% 4638 99.9%
T4 9.24 99.6% 4612 99.4%
T6 9.27 99.3% 4610 99.3%
X515 in T8 9.24 98.2% 4629 99.7%
Cocktail T10 9.23 98.5% 4610 99.3%
1920 T12 9.26 99.0% 4633 99.8%
33% T14 9.20 97.3% 4614 99.4%
DMSO/wTi T16 923  97.6% 4637 99.9%
T18 9.21 98.9% 4618 99.5%
T20 9.22 98.3% 4627 99.7%
T22 9.19 97.9% 4624 99.6%
T24 9.19 98.3% 4629 99.7% 635.76  entspricht

Die Veranderung der Peakflache von XS15 Uber 24 h ist in Abbildung 54 graphisch dargestellt. Dabei
sind kleine Schwankungen der Peakflachen zwischen den verschiedenen Prifzeitpunkten zu
erkennen. Die Anwesenheit von Wirkstoffpeptiden in einem dem Cocktail 1920 hat keinen Einfluss auf
die Stabilitat von XS15. Das Adjuvans XS15 zeigt auch innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails bei
Raumtemperatur die geforderte Stabilitat.

Stabilitat XS15 in 1920
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Abbildung 54: Ubersicht der Peakflachen von XS15 in dem Vakzinpeptidcocktail 1920 iiber 24 h bei 20°C.
Area in mAU, Zeit in Stunden. Es wurden alle zwei Stunden Proben analysiert.
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3.2.7 Langzeitstabilitat

Neben der Kurzzeitstabilitdt wird auch die Langzeitstabilitat von XS15 untersucht. Die Lagerung erfolgt
in einem qualifizierten, temperaturkontrollierten Gefrierschrank bei einer Temperatur von -20°C + 5°C.

Dabei ist eine Lagerung bei -20°C von bis zu 5 Jahren vorgesehen. Die Priifzeitpunkte liegen bei 0, 3
und 6 Monaten und danach alle weiteren 6 Monate bis die 60 Monate erreicht sind (0, 3, 6, 12, 18, 24,
30, 36, 42, 48, 54, 60). Fur die Priifungen werden speziell aliquotierte Fraktionen verwendet. Dabei
soll die Stabilitat des Adjuvans XS15 zur Festlegung der Mindesthaltbarkeit als Lyophilisat (nach der
Weiterverarbeitung) ermittelt werden.

Dabei werden weitaus mehr Prufparameter analysiert als bei der Kurzzeitstabilitat. Die Prufparameter
umfassen dabei die Identitét, Sequenz, Reinheit und den Gehalt sowie das Aussehen des Gebindes,
Etiketts und des Lyophilisats. Auch werden Verunreinigungen angegeben und ggf. identifiziert und die
Sterilitat einmal im Jahr extern Uberprift. Fur die HPLC-Analysen wird dabei die Methode XS15_EP
verwendet.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt liegen die Ergebnisse der Langzeitstabilitdt der ersten 12 Monate vor. Das
Ergebnis der Berechnung des Gehalts ist dabei in Abbildung 55 anschaulich dargestellt. Dabei liegen
alle berechneten XS15-Gehalte im Akzeptanzbereich von 2.01 mg/ml = 20%.

XS15-Gehalt
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Abbildung 55: XS15-Gehalt zu den bisher gemessenen Prifzeitpunkten der Langzeitstabilitat.
Lagerung als Lyophilisat bei -20°C, Analyse mit XS15_EP, Gehalt in mg/ml, Zeitpunkte in Monaten.

In Tabelle 41 sind die Ergebnisse der ersten 12 Monate zu den einzelnen Prifparametern
zusammengestellt. Dabei sind die Akzeptanzkriterien der zweiten Spalte zu enthehmen. Die visuellen
Uberpriifungen des Zustandes des Gebindes, Etiketts und das Aussehen des Lyophilisats erfiillen alle
ihre Akzeptanzkriterien. Die Reinheit liegt zu jedem Zeitpunkt Uber 95% und die Retentionszeiten
liegen bei + 0.20 min zur Referenz. Sowohl die Identitat als auch die Sequenz konnten zu jedem
Prufpunkt bestétigt werden. Auch die Sterilitat ist nach einem Jahr Lagerung bei -20°C noch gegeben.

XS15 erfllt fur die ersten 12 Monate alle erforderlichen Akzeptanzkriterien und ist somit mindestens
ein Jahr haltbar.
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Tabelle 41: Ubersicht der Priifparamater der Langzeitstabilitat von XS15 als Lyophilisat bei -20°C sowie die Ergebnisse der ersten 12 Monate.

Priufparameter

Akzeptanzkriterium

Ergebnis O Monate

Ergebnis 3 Monate

Ergebnis 6 Monate

Ergebnis 12 Monate

Zustand des
Gebindes

Etikettierung

Aussehen / Farbe
Identitat (HPLC)
Reinheit (HPLC)

Identitat (MS)

Sequenz (MSMS)

XS15-Gehalt

Verunreinigungen

Sterilitat

Gebinde unversehrt

Lyophilisat 25.02.19

XS15
Batch-Nr. XS15G001S01
Gehalt 2.0 mg
farbloses Pulver

RT Referenz
+ 0.20 min

> 95.0%

635.76u = 0.64u

Fragmentspektrum
entspricht
XS15-Stammblatt

2.00 mg = 20%

= 0.5%: Angabe der

RT

= 1.0%: Angabe der

RT und MS
steril

entspricht
entspricht

entspricht

9.63+0.20 min  9.61 min

99.0%

635.76 U

entspricht

2.01 mg

NPO1: HPLC 6.80 min
(0.8%)

steril

entspricht
entspricht

entspricht

9.49 + 0.20 min 9.52 min
98.6%

635.76 U

entspricht

2.01 mg
NPO1: HPLC 9.13 min
(0.6%)

NPO02: HPLC 9.28 min
(0.5%)
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entspricht
entspricht

entspricht

9.03+ 0.20 min 9.01 min

100%

635.76 u

entspricht

2.02 mg

keine

entspricht
entspricht

entspricht

9.41+ 0.20 min 9.37 min

100%

635.76 u

entspricht

2.06 mg

keine

steril
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Ebenso wird die Stabilitat von XS15 innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails bei einer Lagerung von -
20°C uberpruft. Dabei ist eine Lagerung bei -20°C von bis zu 2 Jahren vorgesehen. Die Prifzeitpunkte
liegen bei 0, 3, 6, 9, 12, 18 und 24 Monaten, wobei die Sterilitdt nur nach 0, 6, 12 und 24 Monaten
nach Ph. Eur. 2.6.1 Uberprift wird. Fur die Prifungen wird der Vakzinpeptidcocktail 1919, welcher
identisch zu 1916 und 1920 ist, verwendet. Dabei soll die Stabilitit des Adjuvans XS15 und der
einzelnen Wirkstoffpeptide zur Festlegung der Mindesthaltbarkeit des Vakzinpeptidcocktails fur
diverse Studien ermittelt werden.

Dabei gelten die gleichen Akzeptanzkriterien wie zuvor beschrieben, nur dass dabei nicht nur XS15
Uberprift wird, sondern auch alle 10 enthaltenen Wirkstoffpeptide. Zusétzlich wird der pH-Wert
gemessen und der Cocktail auf sichtbare Partikel Gberprift.

In Tabelle 42 sind die Ergebnisse der ersten 6 Monate aufgelistet. Visuelle Uberpriifungen des
Zustandes des Gebindes, Etiketts und das Aussehen der Losung sowie die Partikelfreiheit erfiillen alle
ihre Akzeptanzkriterien. Die Retentionszeiten liegen bei = 0.20 min zur entsprechenden Referenz.
Sowohl die Identitdten als auch die Sequenzen konnten zu jedem Prufzeitpunkt bestétigt werden.
Auch die Sterilitat ist nach einem halben Jahr gegeben. Der pH-Wert liegt zu jedem Zeitpunkt
innerhalb des akzeptablen Bereiches von 2.5 bis 7.

Der Vakzinpeptidcocktail 1919 erfillt fir die ersten 6 Monate alle erforderlichen Akzeptanzkriterien
sowohl fur die Peptide als auch fiir das Adjuvans XS15. Dabei weist XS15 keine Anzeichen von
Instabilitat oder das Vorhandensein von Abbauprodukten auf.
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Tabelle 42: Ubersicht der Ergebnisse der Langzeitstabilitat von XS15 in Charge 1919 der ersten 6 Monate.

Prifparameter

Akzeptanzkriterium

Ergebnis 0 Monate

Ergebnis 3 Monate

Ergebnis 6 Monate

Zustand des
Gebindes

Etikettierung

Aussehen / Farbe

Partikelfreiheit

Identitat (HPLC)

Identitat (MS)

Gebinde unversehrt

Vakzinpeptideocktail ,Val_WP064“
4.5 mg Peptid +0.075 mg XS{15 1750 pl
nur fur Validierungszwecke

Ch.B. 1818, Vial 01
Herstellungsdaturn: 10.12.2018  wirstorrpeptidtabor

nnnnnnnn

not for use in humans

farblose, klare Losung

Keine sichtbaren Partikel

VYHG RT + 0.20 min
PYNH RT #0.20 min
RLGI RT + 0.20 min
SYFE RT #0.20 min
LLLG RT + 0.20 min
HYKP RT + 0.20 min
KLGD RT + 0.20 min
LYY RT + 0.20 min
SYNP RT + 0.20 min
YLPT RT + 0.20 min
XS15 RT + 0.20 min
VYHG 530.28 £ 0.53
PYNH 617.77 £ 0.62
RLGI 499.80 + 0.50
SYFE 550.25 + 0.55
LLLG 812.49 £ 0.81
HYKP 583.31 +£ 0.58
KLGD 560.32 £ 0.56
LYIY 1257.65 + 1.26
SYNP 581.32 £ 0.58
YLPT 1100.61 + 1.10
XS15 635.76 + 0.64

entspricht

entspricht

entspricht

entspricht

6.82 £ 0.20 min
7.70 £ 0.20 min
7.76 £ 0.20 min
8.78 £ 0.20 min
8.96 £ 0.20 min
9.10 + 0.20 min
9.87 + 0.20 min
10.29 + 0.20 min
10.30 £ 0.20 min
11.84 £ 0.20 min
8.69 + 0.20 min

530.28

617.77

499.80

550.25

812.59

583.31

560.32

1257.65

581.32

1100.60

635.76

6.81 min
7.69 min
7.69 min
8.79 min
8.96 min
9.09 min
9.86 min
10.30 min
10.30 min
11.84 min
8.67 min
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entspricht

entspricht

entspricht

entspricht

7.00 £ 0.20 min
7.90 £ 0.20 min
7.90 £ 0.20 min
8.90 £ 0.20 min
9.10 £ 0.20 min
9.30 £ 0.20 min
10.00 £ 0.20 min
10.40 £ 0.20 min
10.40 £ 0.20 min
12.00 £ 0.20 min
9.33+0.20 min
530.28
617.77
499.80
550.25
812.49
583.31
560.32
1257.65
581.32
1100.60

635.76

6.90 min
7.80 min
7.80 min
8.90 min
9.10 min
9.20 min
10.00 min
10.40 min
10.40 min
12.00 min
9.34 min

entspricht

entspricht

entspricht

entspricht

6.76 £ 0.20 min
7.73 £ 0.20 min
7.66 = 0.20 min
8.75 %+ 0.20 min
8.91 + 0.20 min
9.05 + 0.20 min
9.83 + 0.20 min
10.24 + 0.20 min
10.26 £ 0.20 min
11.79 £ 0.20 min
8.62 + 0.20 min

530.28

617.77

499.80

550.25

812.49

583.31

560.32

1257.65

581.32

1100.60

635.76

6.76 min
7.66 min
7.66 min
8.90 min
8.76 min
9.04 min
9.82 min
10.25 min
10.25 min
11.78 min
8.64 min
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Tabelle 43: Fortsetzung zur Ubersicht der Ergebnisse der Langzeitstabilitat von XS15 in Charge 1919 der ersten 6 Monate.

Prufparameter

Akzeptanzkriterium

Ergebnis 0 Monate

Ergebnis 3 Monate

Ergebnis 6 Monate

Sequenz (MSMS)

Peptidgehalt
Einzelpeptide

Peptidgehalt
gesamt

XS15-Gehalt
pH-Wert

Sterilitat

Fragmentspektren entsprechen

jeweiligem Peptidstammblatt

VYHG
PYNH
RLGI
SYFE
LLLG
HYKP
KLGD
LYIY
SYNP
YLPT

0.6 mg/ml + 20%
0.6 mg/ml = 20%
0.6 mg/ml £ 20%
0.6 mg/ml = 20%
0.6 mg/ml £ 20%
0.6 mg/ml = 20%
0.6 mg/ml £ 20%
0.6 mg/ml = 20%
0.6 mg/ml £ 20%
0.6 mg/ml = 20%

6.0 mg/ml = 20%

100 pg/ml = 20%

25-7.0

steril

+ XS15

0.72 mg/ml
0.65 mg/ml
0.65 mg/ml
0.65 mg/ml
0.72 mg/ml
0.72 mg/ml
0.70 mg/ml
0.55 mg/ml
0.55 mg/ml
0.72 mg/ml

6.63 mg/ml
97 pg/mi
3.53

steril

entspricht fur alle 10 Peptide

96

entspricht fur alle 10 Peptide

+ XS15

0.72 mg/ml
0.62 mg/ml
0.62 mg/ml
0.58 mg/ml
0.60 mg/ml
0.58 mg/ml
0.67 mg/ml
0.66 mg/ml
0.66 mg/ml
0.72 mg/ml

6.41 mg/ml

119 pg/ml
3.57

XS15

0.59 mg/ml
0.66 mg/ml
0.66 mg/ml
0.59 mg/ml
0.65 mg/ml
0.59 mg/ml
0.67 mg/ml
0.68 mg/ml
0.60 mg/ml
0.72 mg/ml

6.33 mg/ml
119 pg/ml
3.84

steril

entspricht fir alle 10 Peptide +
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3.3 Validierung der optimierten Methoden nach ICH Q2(R1)

Die Planung und Durchfiihrung der Versuche zu den einzelnen Parametern erfolgten von M. Richter.
Bei dem Parameter Vergleichsprazision erfolgten die Analysen von P1 durch M. Richter und von P2
durch M. Denk* oder M. Martin?.

1. Wirkstoffpeptidlabor, Abteilung fiir Immunologie, Interfakultares Institut fur Zellbiologie, Universitat Tiibingen

In der Pharmakopde wird fur bestimmte Wirkstoffe die entsprechende Arzneibuchmethode
vorgegeben. Viele dieser Methoden beruhen dabei auf der Flissigkeitschromatographie
(Ph. Eur. 2.2.29). Dabei sind in den Monographien die stationdre und mobile Phase, sowie die
weiteren Bedingungen der Chromatographie, wie S&ulentemperatur oder Injektionsvolumen genau
beschrieben. Wird eine Methode aus der Pharmakopde verwendet, ist diese bereits einer Validierung
unterzogen worden und daher fir den Anwender als validiert zu betrachten. Es muss lediglich die
Systemeignung Uberprift werden. Da es fir Peptide als Wirkstoffe jedoch keine vorgegebene
Methode gibt, muss die Methode nach der Richtlinie ICH Q2(R1) validiert werden. Dabei soll gezeigt
werden, dass die analytische Methode dafiir geeignet ist, den beabsichtigten Zweck zu erfiillen.

Dabei ist zwischen einer produktspezifischen, wie bei den XS15-Methoden, und einer allgemeinen
Validierung, fir die optimierten Methoden Gradient I, Il und lll, zu unterscheiden. Produktspezifische
Validierung bendtigen mindestens sechs Laufe mit dem Produkt um diese statistisch Auswerten zu
konnen. AuRBerdem fallt sie wesentlich kurzer aus, da nur das eine Produkt untersucht wird. Die
allgemeine Validierung deckt den kompletten RT-Bereich der jeweiligen Methode durch verschiedene
Peptide mit unterschiedlichen Eigenschaften ab, weshalb sie deutlich umfangreicher ist.

Alle optimierten Methoden (Gradient I, II, Ill, XS15 NP und XS15_ EP) wurden vollstandig nach der
Richtlinie ICH Q2(R1) validiert. Die Ergebnisse der Parameter nach Tabelle 1 Spezifitat, Linearitat,
Richtigkeit, Prazision, Bestimmungs- und Nachweisgrenze und Arbeitsbereich sind in den
nachfolgenden Punkten beispielhaft dargestellt. Zuséatzlich wurde die Robustheit untersucht.

3.3.1 Sperzifitat (Specificity)

Die Spezifitat (Specificity) einer Analysenmethode beschreibt die Storanfalligkeit gegenlber
Begleitkomponenten. Dabei arbeitet eine Methode spezifisch, wenn sie den zu bestimmenden
Analyten ohne Stérung weiterer vorhandenen Mischungskomponenten, Substanzen oder
Matrixbestandteile erfassen kann.

Fur die Bestimmung von Gehalt und Verunreinigungen sollten die Chromatogramme eine klare
Auflosung zwischen verschiedenen Peaks aufweisen. Dabei wird die Trennung von Analyt und
Verunreinigung ohne gegenseitige Stérung gezeigt. Die Probe wird in zehn aufeinanderfolgenden
HPLC-Laufen analysiert, vor und nach den zehn Laufen jeweils ein Leerlauf. Aus RT, Area und
Peakflachenanteil (in %) des Hauptprodukts werden MW, s und RSD bestimmt, die Akzeptanzgrenzen
fur RSD liegen bei < 2.0%. Zusatzlich werden aus RT, Area und Peakflachenanteil (in %) des
Nebenprodukts MW, s und RSD bestimmt, hier wird kein Akzeptanzkriterium vorgegeben.

In der Abbildung 56 ist die Analyse des Peptids 185055 mit der Methode Gradient Il dargestellt. Dabei
ist eine deutliche Auftrennung des Hauptprodukts mit einer Retentionszeit von 7.10 min von dem
Nebenprodukt (RT 8.46 min) zu erkennen.
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Abbildung 56: Chromatogramm des Peptids 185055 fiir den Parameter Spezifitat.

Analyse erfolgte mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungsséaule, 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei
220 nm.

Die Relative Standardabweichung der Retentionszeiten liegt mit 0.23% innerhalb der
Akzeptanzgrenze von < 2.0%. In dieser Testreihe betragt der grofite RT-Unterschied zwischen den
verschiedenen Einzellaufen 0.06 min, wodurch eine Retentionszeitstabilitdt gegeben ist. Bezliglich der
Peakflache und dem prozentuellen Peakflachenanteil werden die Anforderungen an den Test der
Spezifitat mit relativen Standardabweichungen von 0.27% und 0.09% ebenfalls erfllt (vgl. Tabelle
44). Sogar das Nebenprodukt, fir das keine Akzeptanzkriterien festgelegt wurden, weist in allen drei
Punkten eine relative Standardabweichung von < 0.30% auf. Die Ergebnisse der Methoden Gradient |
und 1, sowie XS15 EP sind im Anhang dargestellit.

Tabelle 44: Test Spezifitat, Gehalt und Verunreinigungen.
Peptid 185055, 10 Laufe, RT in min, Area in mAU, Berechnung von MW, o und RSD nach 1.4.1.

185055 RT Area %Area RT NP Area NP %Area NP
Lauf 1 7.11 15102 92.41 8.47 936 5.73
Lauf 2 7.10 15178 92.41 8.47 934 5.69
Lauf 3 7.10 15123 92.50 8.46 935 5.72
Lauf 4 7.09 15168 92.47 8.45 935 5.70
Lauf 5 7.15 15119 92.44 8.49 936 5.72
Lauf 6 7.10 15178 92.60 8.46 936 5.71
Lauf 7 7.11 15174 92.62 8.46 935 5.70
Lauf 8 7.12 15219 92.66 8.48 935 5.69
Lauf 9 7.11 15222 92.52 8.47 935 5.68

Lauf 10 7.12 15216 92.49 8.47 934 5.68

MW 7.11 15170 92.51 8.47 935 5.70
t0 0.02 40.99 0.08 0.01 0.70 0.02
RSD 0.23% 0.27% 0.09% 0.13% 0.07% 0.29%

Fur die Methode XS15_NP wurden Verunreinigungen, welche durch einen Stresstest mittels
Verseifung induziert wurden, verwendet. Dabei konnten die entstandenen Abbauprodukte eindeutig
von dem Adjuvans XS15 getrennt werden (vgl. Abbildung 57). Fiur die Bestimmungen der relativen
Standardabweichungen wurden nur die beiden groften Verunreinigungen bei Minute 15.05 und
23.29 min herangezogen. XS15 eluiert bei dieser Methode sehr spéat, und weist eine Retentionszeit
von 27.54 min auf.

98



Ergebnisse

040- o
] 0 -
] w -4
) 1 = 5
X 030+ ~
£ 7
s 1 &
B 020] N
5 S
2 ]
< 4
0.10-
0.00- A )
] r Yaget. 7wt

T T T | T T T | T T T ‘ T T T | T T T ] T T T | T T T T T T T T T T T ‘ T T T ‘ T T T | T T T | T T T | T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00
Retentionszeit in min

Abbildung 57: Chromatogramm von XS15 und den Nebenprodukten fiir den Parameter Spezifitat.
Analyse erfolgte mit der Methode XS15 NP auf der Optimierungsséaule, 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei
220 nm.

In dieser Testreihe betragt der grof3te RT-Unterschied zwischen den verschiedenen Einzelproben
0.01 min. Die Relative Standardabweichung liegt mit 0.01% innerhalb der Akzeptanzgrenze von
< 2.0% und weist eine gute Retentionszeitstabilitat auf. Auch die Werte fur die Peakflache erfillen die
Anforderungen an die Spezifitdt. Die groten Abweichungen waren bei dem prozentualen
Peakflachenanteilen zu erkennen. In dieser Testreihe betragt der grofite Reinheitsunterschied
zwischen den verschiedenen Einzellaufen nach Rundung 1.42%, liegt aber im erforderlichen Bereich.

Die Retentionszeiten der Nebenprodukte weisen zwischen den verschiedenen Einzellaufen nach
Rundung Unterschiede von 0.02 min auf. Sowohl die Peakflache als auch der Flachenanteil erfillen
mit 0.29% und 0.74% fur NP1 bzw. 0.76% und 0.43% fiir NP2 die Anforderungen (vgl. Tabelle 45).

Tabelle 45: Test Spezifitat, Gehalt und Verunreinigungen XS15.
XS15 mit den Nebenprodukten NP1 und NP2, 10 Laufe, RT in min, Area in mAU, Berechnung von MW, ¢ und
RSD nach 1.4.1.

XS15 RT Area % RT NP1 AreaNP1 %NP1 RTNP2 AreaNP2 % NP2
Lauf1 | 27.54 1078 29.16 23.29 634 17.16 15.05 1574 42.57
Lauf2 | 27.54 1070 28.93 23.29 639 17.27 15.04 1568 42.38
Lauf3 | 27.54 1071 29.45 23.28 634 17.43 15.04 1542 42.39
Lauf4 | 27.54 1078 29.22 23.29 634 17.17 15.05 1561 42.31
Lauf5 | 27.54 1053 28.70 23.28 634 17.29 15.03 1564 42.63
Lauf 6 | 27.54 1081 29.65 23.29 633 17.36 15.04 1540 42.23
Lauf 7 | 27.53 1074 29.26 23.28 637 17.34 15.04 1562 42.53
Lauf8 | 27.53 1058 28.80 23.28 634 17.25 15.05 1552 42.23
Lauf9 | 27.54 1066 29.55 23.29 633 17.56 15.04 1545 42.83

Lauf 10 | 27.54 1048 28.23 23.30 636 17.11 15.05 1572 42.33
MW | 27.54 1068 29.10 23.29 635 17.29 15.04 1558 42.44
*0o 0.01 1071 0.41 0.01 1.83 0.13 0.01 11.82 0.18
RSD | 0.01% 1.00% 1.42% 0.03% 0.29% 0.74% 0.04% 0.76% 0.43%

Es konnten keine Stérungen bei der Analyse von Peptiden oder des Adjuvans XS15 durch
Verunreinigungen oder andere Komponenten mit den Methoden Gradient I, Il und Il bzw. XS15 NP
und XS15-EP beobachtet werden.
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Fur ldentifizierungsmethoden wird gefordert, den zu bestimmenden Analyten von strukturell &hnlichen
Molekulen unterscheiden zu kénnen. Dabei wird die Spezifitdt untersucht, indem eine Mischung mit
bekannten strukturell &hnlichen Verbindungen analysiert wird.

Fir die Analyse von XS15 wird der Validierungscocktail 1916 herangezogen, welche neben XS15
noch 10 weitere Peptide beinhaltet. Dabei ist die Konzentration der Peptide mit jeweils 0.6 mg/ml
deutlich hoher als die 0.1 mg/ml von XS15. Durch seine Retentionszeit soll XS15 eindeutig aus der
Mischung identifiziert werden. Dafur wird der Cocktail 6mal mit der Methode XS15_EP analysiert. Aus
der RT werden MW, s und RSD bestimmt, die Akzeptanzgrenze fur RSD liegt bei < 2.0%.

Wie in Abbildung 58 zu sehen, ist der XS15 Peak deutlich von den 10 Cocktailpeptidpeaks getrennt.
Die Peaks der einzelnen Peptide befinden sich, aufgrund des fir XS15 entwickelten Gradienten, alle
in dem relativ breiten DMSO-Einspritzpeak. Sie eluieren sofort, ohne eine Interaktion mit der
stationaren Phase einzugehen, da der AcN-Gehalt bereits am Anfang des Gradienten 80% betragt.
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Abbildung 58: Chromatogramm von XS15 in dem Cocktail 1916 fiir den Parameter Spezifitat.

Analyse erfolgte mit der Methode XS15_EP auf der Optimierungsséule, 50 ul Injektionsvolumen, Detektion bei
220 nm.

Der RSD-Wert fur RT erfullt mit 0.19% die Akzeptanzgrenze von < 2.0% (siehe Tabelle 46). Die RT
der einzelnen Peptide kénnen nicht bestimmt werden, da sie im DMSO-Einspritzpeak liegen. Es kann
nur die RT von XS15 bestimmt werden, welche zur eindeutigen Identifizierung von XS15 im Cocktall
genutzt wird. Die Testreihe bestétigt die Fahigkeit der Methode, XS15 aus einer Mischung mit
verschiedenen Komponenten ohne gegenseitige Stérung zu erfassen und lasst somit eine eindeutige
Identifizierung zu.

Tabelle 46: Test Spezifitat, Identifizierung XS15.
Sechs Laufe von XS15 innerhalb des Validierungscocktails VPC 1916. Identifizierung Uber die RT, RT in min,
Berechnung von MW, ¢ und RSD nach 1.4.1.

RT RT RT RT RT RT

VPC1 VPC2 VPC3 VPC4 VPC5 vpce MW*o Ry

‘RT

XS15 | 8.93 8.93 8.93 8.94 8.92 8.96 8.97 8.94+0.02 0.19%

Selektivitat

Die Selektivitat ist der Spezifitéat im Grundgedanken sehr &hnlich, jedoch mit dem grofR3en Unterschied,
dass bei der Selektivitat die Identifizierung aller Komponenten der Mischung obligatorisch ist. Eine
Methode ist selektiv, wenn sie mehrere, nebeneinander zu bestimmende Analyten in einer Mischung
ohne gegenzeitige Stdrung unterscheiden und identifizieren kann. Die Selektivitat wurde dabei nur flr
die allgemeinen Peptidmethoden Gradient I-lll untersucht. Da bei diesen jedes einzelne Peptid
identifiziert werden soll ist eine gewisse Selektivitat erforderlich.

Dafur wurde der Vakzinpeptidcocktail 1710 herangezogen, welcher aus sechs Peptiden besteht. Alle
sechs Peptide sollen durch ihre Retentionszeiten eindeutig innerhalb der Mischung identifiziert
werden. Dafur werden sowohl die Eichpeptide als auch der Cocktail dreimal mit der Methode
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Gradient Il analysiert. Aus der RT werden MW, s und RSD fir jedes Peptid bestimmt, die
Akzeptanzgrenze fir RSD liegt bei < 2.0%.

In der Abbildung 59 sind sechs Einzelpeaks mit RT-Unterschieden von mindestens 0.3 min zu
erkennen. Durch den Vergleich mit den Eichpeptid-Laufen konnte jede Retentionszeit eindeutig einem
Peptid zugewiesen werden.
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Abbildung 59: Chromatogramm des Cocktails 1710 fur den Parameter Selektivitét.
Analyse erfolgte mit der Methode Gradient Il auf der Optimierungssaule, 10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei
220 nm.

Wie in Tabelle 47 zu sehen, liegen die RSD-Werte fur die Retentionszeiten bei allen sechs Peptiden
deutlich unter 2%. In dieser Testreihe betragt der grofRte Retentionszeitunterschied zwischen den
verschiedenen Laufen nach Rundung 0.02 min. Es ist eine gute Retentionszeitstabilitat gegeben.

Tabelle 47: Test Selektivitat, Vakzinpeptidcocktail 1710.
Drei Laufe, Identifizierung Gber die RT, RT in min, Berechnung von MW, o und RSD nach 1.4.1.

bezeic'zenplfindé RT RTVPC1 RTVPC2 RTVPC3 MW * o RSD
172030 6.62 6.61 6.62 6.62 6.62 + 0.00 0.07%
172031 6.92 6.92 6.93 6.93 6.93 + 0.00 0.07%
172032 7.31 7.29 7.30 7.30 7.30£0.01 0.10%
162059 7.79 7.78 7.78 7.78 7.78 £ 0.00 0.06%
162015 8.49 8.49 8.48 8.48 8.49 £ 0.00 0.06%
172029 9.18 9.17 9.17 9.17 9.17 £ 0.00 0.05%

Auch fiur die Gradienten | und Il wurde die Selektivitdt untersucht. Dabei wurde der

Vakzinpeptidcocktail 1611 verwendet, welcher fir beide Methoden herangezogen werden konnte. Der
Cocktail besteht aus 10 Peptiden, von denen funf mit der Methode Gradient | und die anderen funf mit
der Methode Gradient Il analysiert wurden. Dabei wurde nur der Bereich zwischen Minute 5 und 17
zur Auswertung herangezogen, friher oder spéater eluierende Peaks wurden nicht ausgewertet.
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Abbildung 60: Chromatogramm des Cocktails 1611 fiir den Parameter Selektivitat.
Analyse erfolgte mit der Methode Gradient | (oben) und Gradient Il (unten) auf der Optimierungsséaule, 10 pl
Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm.

Wie in Abbildung 60 deutlich zu erkennen, sind sowohl bei Gradient | (oben), als auch bei Gradient I
(unten) funf einzelne Peaks zu erkennen. Durch Vergleich mit den Laufen der Eichpeptide, konnten
alle zehn Peptide identifiziert werden. Die relativen Standardabweichungen liegen in einem Bereich
von 0.08% bis 1.18% und erfiillen somit die Akzeptanzkriterien (vgl. Tabelle 48).

Tabelle 48: Test Selektivitat. Vakzinpeptidcocktail 1611.
Drei Laufe, Identifizierung Gber die RT, RT in min, Berechnung von MW, o und RSD nach 1.4.1.

Egggi‘;mung RT RTVPC1 RTVPC2 RTVPC3 MW t o RSD
MTS1 12.61 12.64 12.69 12.65 12.65+0.03  0.23%
= | pcp1 13.23 13.31 13.36 13.31 13.30£0.05  0.35%
2 | EIF4E 13.72 13.81 13.85 13.81 13.80+0.05  0.35%
5| sirz 14.60 14.57 14.58 14.55 1458+0.02  0.12%
BCA 16.76 16.79 16.76 16.78 16.77+0.01  0.08%
GRI 7.08 7.27 7.28 7.28 7.23+0.09  1.18%
= | pcat 7.69 7.82 7.83 7.83 7.79+0.06  0.76%
2| HBY 11.25 11.33 11.32 11.34 11.31+0.04  0.31%
5| Bcaz 11.75 11.77 11.75 11.77 11.76 +0.01  0.09%
ELO1 13.92 13.94 13.94 13.95 13.94+0.01  0.08%

Die RT der einzelnen Peptide sind untereinander verschieden und kénnen daher zu einer eindeutigen
Identifizierung der entsprechenden Peptide im VPC genutzt werden. Die Testreihe bestatigt die
Fahigkeit der Methoden, verschiedene, nebeneinander zu bestimmende Komponenten ohne
gegenseitige Storung zu erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren. Weitere Ergebnisse der
Methoden Gradient I, Il und Ill, sowie XS15 NP sind im Anhang dargestellt.
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3.3.2 Linearitat (Linearity)

Die Linearitat ist die Fahigkeit einer Methode, innerhalb eines bestimmten Konzentrationsbereichs
Messergebnisse zu generieren, deren Abhangigkeit von der Konzentration bzw. Menge des Peptids in
der Probe durch eine statistisch signifikante Geradengleichung (lineare Regression) zu beschreiben
ist. Daftir wurde fiir jede Methode ein Peptid zur Untersuchung der Linearitat fir einen bestimmten
Konzentrationsbereich und eines fur verschiedene Injektionsvolumina herangezogen. Fir die
produktspezifischen XS15 Methoden wurde jeweils nur fiir XS15 die Linearitat untersucht.

Fur alle Testreihen werden aus der Peakflache des Hauptprodukts MW, s und RSD bestimmt, die
Akzeptanzgrenzen fir RSD liegen bei < 2.0%. Die lineare Regression der Versuchsreihe wird
bestimmt, das Akzeptanzkriterium fiir Linearitat liegt bei R? = 0.99. AuRerdem werden die
Standardfehler der Steigung und des y-Achsenabschnittes, die Rest- und
Verfahrensstandardabweichung, sowie die Summe der quadratischen Abweichungen (squared
residuals) angegeben.

Fir Gradient Il wird das Peptid 195163, fur Gradient | das Peptid EIF4AE im Konzentrationsbereich von
0.05mg/ml bis 15mg/ml in 16 verschiedenen Konzentrationen in jeweils drei
Wiederholungsmessungen analysiert. In der Abbildung 61 links ist die Uberlagerung der einzelnen
Peaks von 195263 mit Gradient Il mit verschiedenen Konzentrationen zu sehen. Auf der rechten Seite
der Abbildung 61 ist ein Stack Plot einzelner Konzentrationen des Peptids EIF4E mit Gradient | zu
sehen. Dabei ist die Zunahme der Peakhdhe mit zunehmender Konzentration deutlich zu erkennen.
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Abbildung 61: Linearitat des Konzentrationsbereiches.

Links: Uberlagerung der einzelnen Peaks von 195163 mit verschiedenen Konzentrationen. Analyse mit der
Methode Gradient Il auf der Optimierungssaule, Rechts: Stack plot der HPLC-Chromatogramme von
verschiedenen Konzentrationen des Peptids EIF4E. Analyse mit der Methode Gradient | auf der
Optimierungssaule,10 pl Injektionsvolumen, Detektion bei 220 nm.

Die Werte der relativen Standardabweichung liegen fur Gradient 1l in einem Bereich von 0.21% bis
1.85% und erflllen damit das Akzeptanzkriterium von < 2.0% (siehe Tabelle 49). Das
Bestimmtheitsmal? R? erfilllt mit > 0.99 das Akzeptanzkriterium (vgl. Abbildung 62). Die
Regressionsanalyse weist einen Standardfehler von 3.08 fur die Steigung und 52.59 flir den y-
Achsenabschnitt auf. Die Reststandardabweichung betragt 120.43 und die
Verfahrensstandardabweichung 0.21. Die Summe der quadratischen Abweichungen (squared
residuals) betragt 217544.
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Tabelle 49: Test Linearitat, 195163 mit Gradient II.
Jeweils drei Laufe, 16 verschiedene Konzentrationen, Area in mAU, Konzentration ¢ in mg/ml, Menge m in ug.

C m Areal Area 2 Area 3 MW * o RSD
0.05 0.5 301 314 312 309 +6 1.85%
0.05 1 613 618 619 617+ 3 0.43%
0.10 2 1232 1240 1242 1238+ 4 0.35%
0.20 4 2489 2495 2480 2488 + 6 0.25%
0.30 6 3725 3643 3649 3672 + 37 1.02%
0.40 8 4960 4915 4907 4927 + 23 0.47%
0.50 10 6178 6093 6085 6119 £ 42 0.69%
0.60 12 7243 7165 7161 7190 £ 38 0.53%
0.70 14 8515 8390 8361 8422 + 67 0.79%
0.80 16 9671 9423 9428 9507 + 116 1.22%
0.90 18 10896 10587 10586 10690 + 146 1.36%
1.001 20 12043 11728 11735 11835 + 147 1.24%
1.10 22 13132 12892 12910 12978 + 109 0.84%
1.20 24 14016 13939 13962 13972 + 32 0.23%
1.30 26 15134 15036 15003 15058 + 56 0.37%
1.40 28 16252 16137 16221 16203 + 49 0.30%
1.50 30 17478 17459 17394 17444 + 36 0.21%

Fir Gradient | erfullen die RSD-Werte fur die Peakflache das Akzeptanzkriterium von < 2.0%. die
maximale relative Standardabweichung liegt bei 1.50% mit einer Konzentration von 0.2 mg/ml (vgl.
Tabelle 50): Das BestimmtheitsmaR R2 erfiillt mit > 0.99 das Akzeptanzkriterium (vgl. Abbildung 64).
Die Regressionsanalyse weist einen Standardfehler von 1.20 fir die Steigung und 20.53 fur den y-
Achsenabschnitt auf. Die Reststandardabweichung betragt 47.01 und die
Verfahrensstandardabweichung 0.09. Die Summe der quadratischen Abweichungen (squared
residuals) betragt 33146.
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Tabelle 50: Test Linearitat, EIF4E mit Gradient .
Jeweils drei Laufe, 16 verschiedene Konzentrationen, Area in mAU, Konzentration ¢ in mg/ml, Menge m in ug.

c m Areal Area 2 Area 3 MW * o RSD
0.05 0.5 301 305 302 3032 0.56%
0.05 1 606 604 601 604 £ 2 0.34%
0.10 2 1192 1190 1189 1190+ 1 0.10%
0.20 4 2273 2202 2202 2226 + 34 1.50%
0.30 6 3318 3286 3281 3295 + 16 0.50%
0.40 8 4317 4298 4272 4296 + 18 0.43%
0.50 10 5349 5336 5326 5337 +£9 0.18%
0.60 12 6316 6314 6300 63107 0.11%
0.70 14 7361 7342 7328 7344 + 14 0.18%
0.80 16 8452 8402 8396 8417 + 25 0.30%
0.90 18 9418 9401 9400 9406 + 8 0.09%
1.001 20 10393 10357 10350 10367 + 19 0.18%
1.10 22 11481 11453 11451 11462 + 14 0.12%
1.20 24 12469 12456 12435 12453 + 14 0.11%
1.30 26 13451 13453 13454 13453 + 1 0.01%
1.40 28 14411 14519 14535 14488 + 55 0.38%
1.50 30 15501 15524 15565 15530 + 26 0.17%
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Abbildung 62: Ubersicht der Linearitaten der Konzentrationsbereiche der Methoden Gradient Il und I,
sowie XS15_EP und XS15_NP.
Peptidmengenbereich von 0.5 pg bis 30 pg, bzw. 0.125 pg bis 10 pg. Bei allen ist die Abhéngigkeit der Menge
durch eine lineare Regression zu beschreiben.
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Die Ergebnisse der Methoden zur Linearitdt des Konzentrationsbereiches sind in Abbildung 62
graphisch dargestellt und im Anhang sind die zugehdrigen Tabellen. Dabei ist bei allen Methoden eine
lineare Abhangigkeit der Messergebnisse von der Menge zu sehen. Das Bestimmtheitsmald R? erfiillt
bei allen Methoden mit > 0.99 das Akzeptanzkriterium.

Die Methoden Gradient I, Il und Il bestidtigen die Eignung der Methode, innerhalb des
Konzentrationsbereichs 0.05 mg/ml und 1.5 mg/ml (entsprechend 0.5 ug bis 30ug Peptidmenge)
Messergebnisse zu generieren, deren Abhangigkeit von der Konzentration bzw. Menge des Peptids in
der Probe durch eine statistisch signifikante Geradengleichung (lineare Regression) zu beschreiben
ist. Fir die XS15-Methoden XS15 EP und XS15 NP wurde die Eignung innerhalb des
Mengenbereichs von 0.125 ug bis 10 ug bestatigt. Dabei ist die Abhangigkeit der Messergebnisse von
der Konzentration des Adjuvans ebenfalls durch eine lineare Regression zu beschreiben.

Zur Uberprifung der Linearitat der Injektionsvolumina wird jeweils ein Peptid bzw. XS15 mit definierter
Konzentration wird in sieben verschiedenen Mengen in jeweils drei Wiederholungsmessungen
analysiert. In Abbildung 63 ist ein Stack Plot der verschiedenen Injektionsvolumina des Peptids BIR2
mit Gradient | zu sehen. Dabei ist die Zunahme der Peakhdhe mit zunehmendem Injektionsvolumen
deutlich zu erkennen.
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Abbildung 63: Linearitat der Injektinsvolumina Gradient I.
Stack Plot der HPLC-Chromatogramme von verschiedenen Konzentrationen des Peptids BIR2. Analyse mit der
Methode Gradient | auf der Optimierungssaule, Konzentration von 1.0 mg/ml, Detektion bei 220 nm.

Die RSD-Werte des Peptids BIR2 mit Gradient | erfillen fir die Peakflache das Akzeptanzkriterium
von < 2.0%. Sie liegen dabei deutlich unter 2%, in einem Bereich von 0.08% bis 0.41% (siehe Tabelle
51). Das Bestimmtheitsmald R2? erfillt mit > 0.99 das Akzeptanzkriterium (vgl. Abbildung 64). Die
Regressionsanalyse weist einen Standardfehler von 2.96 fir die Steigung und 61.68 fur den y-
Achsenabschnitt auf. Die Reststandardabweichung betragt 108.54 und die
Verfahrensstandardabweichung 0.47. Die Summe der quadratischen Abweichungen (squared
residuals) betragt 58906.

Diese Testreihe bestatigt die Eignung der Methode, innerhalb des Peptidmengenbereichs 1.3 pg bis
40 pg Messergebnisse zu generieren, deren Abhangigkeit von dem Injektionsvolumen des Peptids in
durch eine statistisch signifikante Geradengleichung (lineare Regression) zu beschreiben ist.
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Tabelle 51: Test Linearitat, BIR2 mit Gradient I.
Jeweils Drei Laufe, 7 verschiedene Injektionsvolumina, Area in mAU, Injektionsvolumen in pl, Menge m in pug.

Injektionsvolumen m Area l Area 2 Area 3 MW * o RSD

13 1.3 305 304 302 304+1 0.41%
25 25 606 605 606 606 + 1 0.08%

5 5 1195 1193 1197 1195+ 2 0.14%
10 10 2445 2464 2465 2458 + 9 0.37%
20 20 4792 4792 4790 4791 +1 0.02%
30 30 7175 7198 7192 7188 + 10 0.14%
40 40 9229 9242 9201 9244 + 17 0.19%

In der Abbildung 64 sind die Linearitdten der Methode Gradient | graphisch dargestellt. Dabei wird
sowohl die Formel der Regressionsgerade, als auch das Bestimmtheitsmald angegeben. Neben den
Regressionsgeraden sind die Residuenplots zu sehen. Dabei ist die Verteilung der Residuen zuféllig
und kein Muster zu erkennen. Die Residuenplots zu den anderen Methoden sind dem Anhang zu
entnehmen.
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Abbildung 64: Graphische Darstellung der Linearitaten der Methode Gradient I.
Mengenbereich von 0.05pg bis 30 pg und Injektionsvolumina von 1.3 pl bis 40 pyl mit nebenstehenden
Residuenplots

Die Ergebnisse der Methoden zur Linearitat der Injektionsvolumina sind in den Abbildung 62 und
Abbildung 65 graphisch zusammengefasst dargestellt. Dabei ist bei allen Methoden eine lineare
Abhangigkeit der Messergebnisse von dem Injektionsvolumen zu sehen. Das Bestimmtheitsmal} R?
erfullt bei allen Methoden mit > 0.99 das Akzeptanzkriterium.

107



Area inmAU

Ergebnisse

(0]
o
O
[
-4
(l
o
o)
®
-

10000

5000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Injektionsvolumenin pl Injektionsvolumenin pl

4

NP
INF

w
(43}

e
XS15 _EP X
6000 2000

1500 R*=0.9949

< 1000

1000

0 0
30 40 50 60 70 30 40 50 60 70

Injektionsvolumenin pl Injektionsvolumenin pl

Abbildung 65: Ubersicht der Linearitaten der Injektionsvolumina der Methoden Gradient Il und Il, sowie
XS15_EP und XS15_NP.

Injektionsvolumenbereich von 1.3 pl bis 40 pl, bzw. 30 ul bis 70 pl. Bei allen ist die Abhangigkeit der
Messergebnisse zum Injektionsvolumen durch eine lineare Regression zu beschreiben.

Die Methoden Gradient I, Il und Il bestitigen die Eignung der Methode, innerhalb des
Injektionsvolumenbereiches von 1.3 pl bis 40.0 yul Messergebnisse zu generieren, deren Abhangigkeit
von der Menge des Peptids in der Probe durch eine statistisch signifikante Geradengleichung (lineare
Regression) zu beschreiben ist. Fir die XS15-Methoden XS15_EP und XS15_NP wurde die Eignung
innerhalb des Injektionsvolumenbereichs von 30 ul bis 70 ul bestétigt. Dabei ist die Abhangigkeit der
Messergebnisse von verschiedenen Injektionsvolumina des Adjuvans ebenfalls durch eine lineare
Regression zu beschreiben. Eichpeptide des Wirkstoffpeptidlabors, die wegen aromatischer
Seitenketten hohe UV-Absorption bei 220 nm erfahren, sowie XS15 werden in der Regel mit einer
Peptidmenge von 5 ug, alle anderen Eichpeptide mit 10 pug eingesetzt. Die hier getesteten
Konzentrationsbereiche bestitigen die Eignung der Methoden fir Analysen in diesen
Mengenbereichen.

3.3.3 Richtigkeit (Accuracy)

Die Richtigkeit (Accuracy) beschreibt die Ubereinstimmung des erhaltenen Analysenwertes
(Mittelwertes) mit einem als richtig akzeptierten Wert (Soll/Ist-Vergleich). In dieser Arbeit wurde die
systematische Abweichung wurde durch den Vergleich mit einer Referenz ermittelt. Diese
Referenzen, auch Eichpeptide genannt, wurden mit Hilfe des Peptidgehaltes, welcher durch die
Analyse des Stickstoffgehaltes berechnet werden konnte, mit einem Gehalt von 0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml
oder. 1.0 mg/ml hergestellt.

Fir die Methoden Gradient I, Il und Ill wird fur jeweils drei Peptide der Peptidgehalt dreimal bestimmt.
Fur die produktspezifischen Methoden wird der Gehalt von XS15 sechsmal bestimmt. Dabei werden
Proben mit einer Soll-Konzentration von 1.0 mg/ml verwendet. Eine Referenz wird der Probe vor und
nachgeschaltet, vor und nach jedem Lauf erfolgt jeweils ein Leerlauf. Der Gehalt wird berechnet und
mit dem Soll-Wert von 1.0 mg/ml verglichen. Das Akzeptanzkriterium liegt bei * 5%.
Berechnungsformel des Peptidgehalts aus einem Chromatogramm:

Area[Probe] x IF x KF
Area [Referenz]

Gehalt =
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mit IF: Injektionsfaktor: Quotient aus Injektionsvolumen Eichpeptid / Injektionsvolumen Probe und KF:
Konzentrationsfaktor: Konzentration des Eichpeptids.

Die Injektionsvolumina der Laufe lagen bei 5 pl, 10 pl oder 50 pl. Die Konzentrationen der Referenzen
lagen zwischen 0.1 mg/ml und 1.0 mg/ml. Die Ergebnisse der Berechnung der jeweiligen Gehalte sind
der Tabelle 52 zu entnehmen.

Tabelle 52: Ergebnisse des Validierungsparameters Richtigkeit.
Berechnung nach Berechnungsformel des Peptidgehaltes.

Gehalt in mg
Gradient | Gradient Il Gradient Ill XS15 EP XS15 NP
19G012 192037 182036 XS15 XS15
0.966 1.011 0.957 1.002 1.022
0.967 1.012 0.964 1.002 1.024
0.962 0.995 0.958 1.004 1.022
1.004 1.022
192069 192018 182035 1.002 1.022
1.026 0.979 0.995 1.004 1.022
1.028 0.978 0.993
1.024 0.981 0.994
20G002 192066 182046
0.967 0.967 1.001
0.971 0.973 0.999
0.968 0.972 1.000

Die Berechnungen der Gehalte durch die verschiedenen Methoden weisen unterschiedlich breite
Bereiche auf. So liegen z.B. bei Peptid 182036 bei Gradient Il die Peptidgehalte an der unteren
Grenze, bei 182046 dagegen perfekt in der Mitte (vgl. Tabelle 52). In Abbildung 66 sind die
Ergebnisse von jeweils einem Peptid bzw. XS15 exemplarisch graphisch dargestellt. Dabei ist der
Bereich in denen die Gehalte liegen zu erkennen und liegt mittig im Akzeptanzbereich.

B Gradient1192069 [ Gradient 11192037 [l Gradient Ill 182046
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Abbildung 66: Darstellung der Peptidgehalte.
Von jeder Methode ist ein Peptid bzw. XS15 exemplarisch dargestellt. Dabei wurde der Peptidgehalt dreifach
bzw. sechsfach bestimmt.

Die aus den drei bzw. sechs Laufen berechneten Gehalte erfillen bei allen Methoden die
Akzeptanzgrenze von * 5%. Der Bezugswert des Gehalts entspricht 1.0 mg mit den
Akzeptanzgrenzen 0.95 und 1.05. Bezilglich der Peptidgehalte werden die Anforderungen an die
Bestimmung der Richtigkeit erfullt.
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3.3.4 Prazision (Precision)

Die Prazision ist ein MaR fur die Streuung der Analysenwerte innerhalb einer Serie. Sie wurde durch
die Wiederholbarkeit (Repeatability) und Laborprézision gepruift.

Die Wiederholprazision beschreibt die Prazision einer analytischen Methode, die sich unter den
gleichen Bedingungen (gleiches Labor, gleicher Mitarbeiter, gleiches Analysengerat) innerhalb einer
kurzen Zeitspanne ergibt. Dabei werden die Schwankungen, welche durch das Analysengerat selbst
verursacht werden, untersucht. Ein Standard wird dabei mehrfach unter identischen Bedingungen mit
dem gleichen Verfahren gemessen (Messreihe). Die Messreihe muss mindestens sechs
Bestimmungen von einem Standard oder 9 Bestimmungen von 3 Standards in Triplikaten umfassen.

Wiederholbarkeit (Repeatability)

Fur die Methoden Gradient I, 1l und lll werden jeweils drei Peptide in drei aufeinanderfolgenden
HPLC-Laufen aus verschiedenen Probengefalen analysiert, vorhergehend und nachfolgend jeweils
ein Leerlauf. Aus RT und Area der Hauptprodukte werden MW, o, RSD und Kl bestimmt, die
Akzeptanzgrenzen fur RSD liegen bei < 2.0%.

Die Ergebnisse der Berechnungen der einzelnen Werte sind Tabelle 53 zu enthehmen.

Tabelle 53: Test Wiederholbarkeit.
Von den Methoden Gradient I, Il und Ill wurden jeweils drei Peptide als Triplikate gemessen. RT in min, Area in
mAU, Berechnungen nach 1.4.1.

Bateh  rrmwio  RL Klrr AraMWto AT Klarea
CLL22 8434003 031% 835841  5030+1  002%  5028-5031
Gradient | | 185213 12.29+003 024% 12.22-12.28  8431+5  0.06%  8437-8425
GPM2 17.29+001  008% 17.26-17.30 10821+28  0.26%  10790-10853
185055  7.14+0.03 048%  7.10-7.18 15139412  0.08%  15125-15153
Gradient Il | 185231 12.37+002 020% 12.35-12.40  8436+9  0.11%  8425-8447
104137 1650+0.02 0.10% 16481652  7796+2  0.03%  7793-7798
185040 8.63+0.00 005%  8.63-8.64 11646+34  029%  11608-11684
Gradient Ill | 185022 11.32+000 004% 11.31-11.32  7980+4  005%  7975-7984
185021 1315+0.01 006% 13.14-13.16 10257 +35  0.34%  10217-10296

Die Relative Standardabweichung der Retentionszeiten liegt bei allen Proben und Methoden innerhalb
der Akzeptanzgrenze von < 2.0%. Dabei betragt der grofite Unterschied zwischen den verschiedenen
Einzellaufen in der Testreihe von 185055, Gradient 1l 0.08 min. Auch die relativen
Standardabweichungen der Peakflache liegen bei allen Berechnungen innerhalb der
Akzeptanzgrenzen. Die Konfidenzintervalle sind je nach Testreihe unterschiedlich breit. Alle Werte
liegen im 95%-Konfidenzintervall Beziglich der Retentionszeitstabilitdt und der Peakflachen werden
die Anforderungen an die Wiederholprazision erfullt.

Fur alle Methoden wird die Wiederholbarkeit durch die Analyse von jeweils einem Peptid bzw. XS15
und Nebenprodukten in sechs bzw. neun aufeinanderfolgenden HPLC-L&aufen untersucht. Vor und
nach den sechs bzw. neun Laufe fand jeweils ein Leerlauf statt. Aus RT, Area und Peakflachenanteil
(in %) des Hauptprodukts werden MW, ¢ und RSD bestimmt, die Akzeptanzgrenzen fir RSD liegen
bei 2.0%.
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Tabelle 54: Test Wiederholbarkeit 2.
Von allen optimierten und entwickelten Methoden wurden jeweils ein Peptid bzw. XS15 und die Nebenprodukte
sechsmal bzw. neunmal analysiert. RT in min, Area in mAU, Berechnungen nach 1.4.1.

Batch Nr RT RT Area Area %Area %Area

MW + o RSD MW + o RSD MW + o RSD

Gradient | GPM2-1301 17.29+0.06 0.36% 11215+85 0.76%  100.00 + 0.00 0.00%
Gradient Il 194137 16.90£0.02  0.09% 8280+ 7 0.08% 95.72+0.41 0.43%
Gradient Ill | CSP1-1301 8.95+0.01 0.09% 4472 £ 4 0.08%  100.00+0.00 0.00%
XS15_EP XS15 8.68+0.01 0.12% 3954+21  0.54% 99.67 +0.09  0.09%
XS15 27.35+0.01 0.02% 1332 £ 18 1.34% 34.14+0.25 0.72%

XS15_NP NP1 22.95+0.01 0.03% 674 + 11 1.61% 17.29+0.17 1.00%
NP2 14.82+0.01 0.07% 1633+ 7 0.41% 41.88+0.34 0.80%

Die Relative Standardabweichung liegt sowohl bei den Retentionszeiten als auch bei den Peakflachen
und der prozentualen Peakflache bei allen Methoden innerhalb der Akzeptanzgrenze von < 2.0%.
Dabei sind bei der Testreihe NP1 bei der Methode XS15 NP die grofdten relativen
Standardabweichungen zu beobachten (vgl. Tabelle 54). Beziglich der Retentionszeitstabilitat,
Peakflachen und der Reinheit werden die Anforderungen an die Wiederholbarkeit erfiillt. Es wurde
noch ein weiterer Test zur Wiederholbarkeit mit den Methoden Gradient I, Il und Il durchgefuhrt.
Dabei wurden 12 aufeinanderfolgende Laufe eines Peptids analysiert. Die Ergebnisse sind dem
Anhang zu entnehmen.

Laborinterne Vergleichsprazision (Intermediate Precision)

Bei der Vergleichsprazision wird zwischen der Laborprazision und der Reproduzierbarkeit
(Ringversuch) unterschieden. Die Laborprazision ermittelt Schwankungen einer Methode innerhalb
eines Labors, die durch Analysen an verschiedenen Tagen, Prifer und Gerate entstehen kdnnen.
Dabei wird der Effekt von zufélligen Ereignissen auf die Prézision untersucht.

Fur die allgemeinen Methoden Gradient I, 1l und 11l wird sowohl der Einfluss von zwei verschiedenen
Prufern als auch an verschiedenen Tagen untersucht, um ein breites Spektrum an Peptiden
abzudecken. Fur die XS15-Methoden wird nur der Einfluss auf die Analysen an verschiedenen Tagen
bestimmt. Dabei wird fir alle Testreihen aus RT, Area und Peakflachenanteil (in %) des
Hauptprodukts MW, o und RSD bestimmt, die Akzeptanzgrenzen fir RSD liegen bei < 2.0%. Der
Unterschied bei RSD RT darf zwischen beiden Testreihen maximal 0.5% betragen.

Fur die Untersuchung des Einflusses von zwei verschiedenen Prifern wird jeweils ein Peptid je
sechsmal durch zwei verschiedene Prifer analysiert.
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Tabelle 55: Test Vergleichsprazision von verschiedenen Prifern.
12 Laufe (2 x 6 Laufe) von zwei verschiedenen Priifern (P1, P2), Gradient I: Peptid 185213, Gradient Il: Peptid
185231, Gradient lll: Peptid 185082. RT in min, Area in mAU, Berechnungen nach 1.4.1.

Batch Nr RT RT Area Area %Area %Area
MW + o RSD MW + o RSD MW + o RSD
S{ad'e”t ' 11.83+001 006% 7613+6  0.07% 100.00£0.00  0.00%
185213
P2 11.88+0.02 0.15% 7621+5  0.07% 100.00+0.00  0.00%
S{ad'em L 1235+0.02 0.16% 8288+22 0.26% 100.00+0.00  0.00%
185231
P2 12.35+0.03 0.21% 8056+4  0.05% 100.00+0.00  0.00%
S{ad'em 1l 13.23+0.00 0.03% 9498 + 7 0.07%  97.35+0.07  0.08%
185082
P2 13.25+0.00 0.04% 9497+7  0.07%  97.44+015  0.15%

Die Relative Standardabweichung der Retentionszeiten, Peakflache und Reinheit liegen jeweils bei
der Berechnung uber zwei Mal sechs Laufe bei allen drei Gradienten innerhalb der Akzeptanzgrenze
von < 2.0%. Die Testreihen weisen allgemein sehr geringe relative Standardabweichungen auf. In der
ersten Testreihe von Gradient Il betragt der grodte Reinheitsunterschied zwischen den
verschiedenen Einzelproben nach Rundung 0.5%, in der zweiten Testreihe 1.1%. Der Unterschied der
RSD der Retentionszeiten liegt zwischen den jeweiligen Testreihen deutlich unter 0.5%. Der maximale
Unterschied ist bei Gradient | zu erkennen und betragt 0.09% (vgl. Tabelle 55). Bezlglich der
Retentionszeitstabilitéat, Peakflache und Reinheit werden die Anforderungen an die laborinterne
Vergleichsprazision erfullt.

Der Einfluss auf die Analysen an verschiedenen Tagen wird fur alle Methoden bestimmt. Dabei wird
jeweils ein Peptid bzw. XS15 je sechsmal an zwei verschiedenen Tagen analysiert, vor und nach
jedem Lauf jeweils ein Leerlauf. Die Ergebnisse der einzelnen Methoden sind in der Tabelle 56
zusammengefasst.

Tabelle 56: Test Vergleichsprézision an verschiedenen Tagen.
12 Laufe (2 x 6 Laufe) an zwei verschiedenen Tagen (T1, T2), Gradient I: CLL22, Gradient Il, 185055, Gradient

Ill: FAB1, XS15_EP und XS15 NP: XS15. RT in min, Area in mAU, Berechnungen nach 1.4.1.

Gradient | Gradient Il Gradient Il XS15_EP XS15_NP

T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
RT 8.38 8.26 7.14 7.08 | 10.34 10.33 8.68 867 | 2732 27.34
MW + o +0.03 +0.02| +0.03 +001| +0.00 +001| +0.01 +0.01| +0.00 +0.01
RT RSD 0.34% 0.29% | 0.37% 0.18% | 0.05% 0.07% | 0.08% 0.09% | 0.02% 0.03%
K] 8.35- 823-| 7.11- 7.07-| 10.33- 10.32-| 867- 8.66-| 27.32- 27.33-
RT 8.42 8.29 7.16 7.09 | 1034 10.34 8.69 868 | 27.33 27.35
Area 5060 5056 | 15341 15255 | 5604 5567 | 3976 3970 | 1188 1210
MW + o +3 +11 | +109 +10 +16 +44 +15 +13 +14 +22
AreaRSD | 0.05% 0.22% | 0.71% 0.07% | 0.29% 0.79% | 0.37% 0.32% | 1.15% 1.85%
. 5057-  5043- | 15217- 15244- | 5585- 5517- | 3959- 3955- | 1173- 1185-
Area 5063 5068 | 15464 15267 5622 5617 | 3992 3984 | 1204 1235
%Area 98.53 98.60+| 92.76 92.78| 9855 97.66| 99.63 99.88| 31.64 30.74
MW + o +0.06 007 | +020 +025| +0.18 +0.34| +0.08 +0.02| +0.32 +0.47
%Area RSD | 0.06% 0.07% | 0.22% 0.27% | 0.18% 0.34% | 0.08% 0.02% | 1.02% 1.53%
Kis 98.47- 98.52-| 92.53- 9250-| 98.35- 97.27-| 99.54- 99.85- | 31.28- 30.21-
vArea 08.60 9868 | 9298 93.06 | 98.75 98.04 | 99.72 99.90 | 32.01 31.27

Alle berechneten relativen Standardabweichungen liegen in einem Bereich von 0.02% bis 1.85% und
damit unter dem Akzeptanzkriterium von 2%. Wie in Abbildung 67 zu erkennen, ist die relative
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Standardabweichung in Bezug auf die Peakflachen bei der Methode XS15 NP im Vergleich zu allen
anderen deutlich hoher. Beim Vergleich der Analysen an den einzelnen Tagen untereinander ist die
RSD mal am ersten und mal am zweiten Tag hoher. Die RSD-Unterschiede bei den Retentionszeiten
zwischen den einzelnen Tagen liegen bei allen Methoden unter 0.5%. Der RSD-Unterschied der
Peakflachen ist dabei bei drei Methoden der hodchste (vgl. Abbildung 67). Bezlglich der
Retentionszeitstabilitdt, Peakflache und Reinheit werden alle Anforderungen an die laborinterne
Vergleichspréazision erfilllt.
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Abbildung 67: Ubersicht der Ergebnisse der Vergleichsprazision an verschiedenen Tagen.
Fir jede Methode wurde jeweils ein Peptid bzw. XS15 an zwei verschiedenen Tagen analysiert und die RSD von
RT; Area und %Area berechnet.

3.3.5 Nachweis- und Bestimmungsgrenze (LOD, LOQ)

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) ist die kleinste Menge des Analyten in der Probe, der
bei einmaliger Messung qualitativ noch erfasst werden kann (Ja/Nein-Entscheidung). Er gilt als
nachgewiesen, wenn das Signal des Analyten sich signifikant vom Leerwert unterscheidet. Die
Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ) ist die kleinste Menge des Analyten in der Probe,
die bei einmaliger Messung mit angemessener Prazision und Richtigkeit mit einer vorgegebenen
Wahrscheinlichkeit quantitativ bestimmt werden kann, in der Regel die dreifache Nachweisgrenze
(,Wieviel*-Entscheidung). LOQ wird besonders fir die Bestimmung von Verunreinigungen oder
Abbauprodukten verwendet.

In dieser Arbeit werden die Nachweis- und Bestimmungsgrenze basierend auf der
Standardabweichung der Steigung der Kalibrierkurve ermittelt. Um einen gro3en Bereich des UV-VIS
Absorptionsbereiches abdecken zu kénnen wurden fir die allgemeinen Methoden fur je drei Peptide
die Detektions- und Quantifizierungsgrenze bestimmt. Die Peptide weisen aufgrund aromatischer
Seitenketten unterschiedliche Absorptionseigenschaften auf. Fur die produktspezifischen Methoden
wurde nur die LOD und LOQ von XS15 ermittelt. Die verwendeten Peptide sind in Tabelle 57
aufgelistet. Die Peptide bzw. XS15 wurden in DMSO auf eine Konzentration von 1 mg/ml gelést und
bis zu 12 Verdunnungsstufen von 1.0 mg/ml bis 0.0002 mg/ml hergestellt. Die einzelnen
Verdunnungsstufen wurden als Triplikate mit einem Injektionsvolumen von je 10 pyl gemessen. Die
Kalibrierkurve der Verdiinnungsreihe wird auf Linearitat gepruft, das Akzeptanzkriterium liegt bei R? 2
0.99. Aus der Area des Hauptprodukts werden MW und RSD bestimmt, die Akzeptanzgrenzen fir
RSD liegen bei 10%. Berechnung der Detektionsgrenze LOD und der Quantifizierungsgrenze LOQ
nach ICH Q2 Richtlinien.
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Tabelle 57: Ubersicht der verwendeten Peptide fiir die Bestimmungen der LOD und LOQ.
Konzentration ¢, GRAVY, Absorptionseigenschatft in Bezug auf vorhandene Aromaten, es sind nur die ersten vier
Aminoséauren der Sequenz dargestellt.

Sequenz Batch Nr c GRAVY A;Z‘;;p;i;ﬁ;t'
KLVV 185054 1.0 mg/ml 1.493 gering
Gradient | | APSQ CLL18 0.5 mg/ml -0.970 mittel
VYHS 154246 0.5 mg/ml -0.722 hoch
SVAD 161017 1.0 mg/ml 1.433 gering
Gradient Il | YLPT ELO1 1.0 mg/ml 1.456 mittel
ALWA BCA2 0.5 mg/ml 0.389 hoch
PARE 122028 1.0 mg/ml -0.853 gering
Gradient Ill | NLVP 152009 1.0 mg/ml 1.589 mittel
GLWH NRCAM 1.0 mg/ml -0.822 hoch
XS15_EP | PamsCys-GDPK 1071687 0.5 mg/ml - mittel
XS15 NP | PamsCys-GDPK 1071687 0.5 mg/ml - mittel

In Abbildung 68 ist die Uberlagerung einzelner Chromatogramme von XS15 mit verschiedenen
Konzentrationen mit der Methode XS15 EP zu sehen. Dabei ist bei einer Konzentration von
0.00156 mg/ml kaum ein Peak zu erkennen.
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£ 1
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Abbildung 68: Overlay der HPLC-Chromatogramme von XS15.
Analyse mit XS15_EP von verschiedenen Konzentrationen zur Bestimmung der LOD und LOQ.

Die Linearitat ist nur in den Konzentrationsbereichen zwischen Nachweisgrenze und vor Uberladung
des Detektors gegeben. Je héher der Extinktionskoeffizient, je hoher die Absorptionseigenschaft des
Peptids, umso geringer liegt die Detektions- bzw. Quantifizierungsgrenze, aber umso schneller wird
auch der Detektor Uuberladen. Deshalb wurde die Detektionsgrenze (LOD) und die
Quantifizierungsgrenze (LOQ) der in Tabelle 57 aufgefiihrten Peptide bestimmt.

Die Berechnung erfolgte nach den Formeln in Kapitel 1.4.5. Mit Hilfe der Excel Funktion:
Datenanalyse — Regression — Standard Error wurde die Standardabweichung des Y-Achsenabschnitts
einer Regressionslinie des Peptids g, sowie die Steigung der Kalibrierkurve s (mit linearer Regression)
berechnet. Die Ergebnisse fir die einzelnen Peptide und Methoden sind in Tabelle 58
zusammengefasst.

Dabei ist zu erkennen, dass die Detektionsgrenzen bei den produktspezifischen Methoden am
groten sind, das bedeutet, dass sie nicht so sensitiv sind wie die allgemeinen Methoden. Mit
steigender Absorptionseigenschaft sinkt bei den allgemeinen Methoden dementsprechend die
Detektionsgrenze der Peptide innerhalb einer Methode. Genauso verhdlt es sich mit der
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Quantifizierungsgrenze. Das Peptid VYHS der Methode Gradient | weist dabei die niedrigste LOD und
LOQ auf. Bei den allgemeinen Methoden wird dabei die grofite LOD und LOQ fir die Methode
festgelegt. Die Methode Gradient Il ist dabei die sensitivste.

Tabelle 58: Ergebnisse der Bestimmung von LOD und LOQ.
Standardabweichung des Y-Achsenabschnitts einer Regressionslinie des Peptids o, Steigung der Kalibrierkurve s
(mit linearer Regression), BestimmtheitsmaR R?, LOD und LOQ in mg/ml.

Sequenz o s LOD LOQ R?
KLVV 5.13 4973.84 0.0034 0.0103 0.9998
Gradient | APSQ 511 12173.83 0.0014 0.0042 1.0000
VYHS 8.79 48986.76 0.0006 0.0018 0.9998
SVAD 7.45 7785.65 0.0032 0.0096 0.9999
Gradient Il YLPT 13.81 18109.10 0.0025 0.0076 0.9991
ALWA 36.84 53314.42 0.0023 0.0069 0.9993
PARE 16.11 5692.64 0.0093 0.0283 0.9995
Gradient Ill NLVP 12.05 8126.91 0.0049 0.0148 0.9974
GLWH 18.46 46177.39 0.0013 0.0040 0.9971
XS15 EP XS15 15.40 49010.42 0.0098 0.0296 0.9996
XS15 NP XS15 13.72 928.35 0.0103 0.0314 0.9996

3.3.6 Arbeitsbereich (Range)

Der Arbeitsbereich (Range) bezeichnet das durch eine Kalibrierung festgelegte Intervall zwischen
niedrigster und hdochster Massen- bzw. Stoffmengenkonzentration. Das Wirkstoffpeptidlabor
verwendet fUr die allgemeinen Methoden Eichpeptide in Konzentrationen von 0.5 mg/ml bis 1.0 mg/ml
und Injektionsvolumina von 5 ul bis 20 pl, was einem Peptidmengenbereich von 2.5 ug bis 20 g
entspricht. FUr die produktspezifischen Methoden von XS15 werden Konzentrationen von 0.1 mg/ml
bis 1.0 mg/ml, Injektionsvolumen von 5 pl bis 50 pl und ein entsprechender Gehaltbereich von 5 pg bis
10 pg verwendet.

Diese Arbeitsbereiche sollen um die entsprechenden Konzentrationen und Injektionsvolumina mit
einer Breite von mindestens 80% bis 120% des Referenzwerts validiert werden. Die Ergebnisse aller
vorangegangenen Tests bezlglich Prazision, Linearitat und Richtigkeit werden zur Bestimmung des
Arbeitsbereichs ausgewertet.

Tabelle 59: Ubersicht tiber die validierten Arbeitsbereiche der einzelnen Methoden.
LOD und LOQ in mg/ml, Konzentrationsbereich in mg/ml, Injektionsvolumen in pl, Gehalt in pg.

LOD LOQ Konzentrations- Injektions- Gehalt
bereich volumen
Gradient | 0.0034 0.0103 0.35 bis 1.3 3.5 bis 26 1.75 bis 26
Gradient Il 0.0032 0.0096 0.35bis 1.3 3.5 bis 26 1.75 bis 26
Gradient Ill 0.0093 0.0283 0.40 bis 1.2 4 bis 24 2 bis 24
XS15 EP 0.0010 0.0030 0.08 bis 1.2 5 bis 60 4 bis 12
XS15 NP 0.0010 0.0031 0.08 bis 1.2 5 bis 60 4 bis 12
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Fur die Methoden Gradient 1ll, XS15 EP und XS15_ NP wurde der Arbeitsbereich mit einer Breite von
80% bis 120% und die Methoden Gradient | und Il sogar mit einer Breite von 70% bis 130% des
Referenzwertes validiert. Der jeweilige Arbeitsbereich ist dabei der Tabelle 59 zu entnehmen. Fir die
produktspezifischen Methoden ist der Gehaltbereich dementsprechend schmaler als bei den
allgemeinen Methoden. Die Linearitat, der Prazisionsbeweis und die Richtigkeit fur Konzentrationen
und Injektionsvolumina sind innerhalb aller Arbeitsbereiche gegeben.

3.3.7 Robustheit (Robustness)

Robustheit (Robustness) bezeichnet die Fahigkeit einer Methode, gleichbleibende Resultate unter
variierenden Bedingungen zu liefern. Obwohl die Robustheit einer Methode keinen Parameter der
Validierung nach den ICH Richtlinien darstellt, wurde sie trotzdem fur die optimierten Methoden
gezeigt, um die Storanfalligkeit unter geringfligigen, aber erlaubten Abweichungen und damit die
Zuverlassigkeit im Routinebetrieb zu untersuchen. In dieser Arbeit werden die Temperaturen der
Methoden und die Matrix der Proben variiert. Vor und nach jedem Lauf jeweils ein Leerlauf. Aus RT,
Area und Peakflachenanteil (in %) des Hauptprodukts werden MW, s und RSD bestimmt, die
Akzeptanzgrenzen fur RSD liegen bei < 2.0%. Die Tests fur Robustheit werden nach der Auswertung
samtlicher Daten fur Prazision, Linearitét, Richtigkeit, Spezifitdt, und Arbeitsbereich nach
Validierungsplan durchgefihrt.

Die Probentemperatur ist bei allen Methoden identisch und betragt 20°C. Maximale Abweichungen
von = 5°C und bei XS15_NP von + 2°C sind erlaubt. Fur die Probentemperatur wird bei den
allgemeinen Methoden nur 25°C analysiert, da ein Erniedrigen auf 15°C aufgrund des Losungsmittels
DMSO, in welchem die verwendeten Peptide geldst sind, nicht méglich ist. Der Schmelzpunkt liegt bei
DMSO bei 18°C. Bei den XS15-Methoden dagegen sind Probentemperaturen von + 5 bzw. £ 2
mdoglich, da es in 33% DMSO/H20 bzw. TFA/KOH vorliegt und die Schmelzpunkte unterhalb der
getesteten Temperaturen liegen.

Die Saulenofentemperaturen unterscheiden sich zwischen den Methoden deutlich. Die Bedingungen
der produktspezifischen Methode betragen fir die S&ulentemperatur 60°C, mit einer maximalen
Abweichung von + 2°C. Die allgemeine Methode Gradient Il weist eine Saulenofentemperatur von
50°C mit erlaubten Variationen von + 5°C. Die Saulenofentemperatur von Gradient | betragt ebenfalls
50°C, von Gradient Il 40°C, mit Bereichen von + 2°C. Fir die Bestimmung der Robustheit werden
jeweils drei Peptide dreimal bzw. XS15 sechsmal mit den abweichenden, aber erlaubten
Temperaturen analysiert.

In Tabelle 60 sind die Ergebnisse der Temperaturvariationen aller Methoden dargestellt. Fir die
allgemeinen Methoden ist beispielhaft ein Peptid, welches mit allen Temperaturen analysiert wurde,
dargestellt.

Die Relative Standardabweichung liegt bei der Berechnung jedes einzelnen Peptides bzw. XS15 und
Temperatur innerhalb der Akzeptanzgrenze. Durch die verschiedenen Temperaturen wurden RSD-
Werte im Bereich von 0.00% bis 0.23% erreicht.
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Tabelle 60: Test Robustheit Temperaturen.

Variationen der Saulenofentemperatur und Probentemperaturen aller Methoden. RT in min, Area in mAU.

Batch Nr RT RT Area Area %Area %Area
MW * o RSD MW * o RSD MW * o RSD
fé?g'e”t ' 11.91+0.01 0.10% 7714+8 0.11%  100.00+0.00  0.00%
52°C 185213 11.74+001 0.08%  7939+8 0.10%  100.00+0.00  0.00%
25°C 11.86+0.01 0.01% 76952 0.03%  100.00+0.00  0.00%
;;?g'em I 7.20+002 023% 15242+3 0.02%  92.96+0.09  0.10%
42°C 185055 6.92+0.01 0.12% 15299 + 80 0.52% 92.53+0.10 0.11%
25°C 7.09+001 0.13% 15136+7 0.04%  92.46+0.01  0.01%
fg?g'e”t il 11544001 011% 7128 +1 002%  100.00+0.00 0.00%
55°C 185081  1142+0.00 0.00% 68952 0.04% 100.00 + 0.00  0.00%
25°C 11.37+0.01 0.08%  7681+6 0.08%  100.00 £ 0.00  0.00%
g(golc‘r’—Ep 8.87+0.01 008%  3981+6 0.15%  100.00+0.00  0.00%
62°C XS15 8.48+0.00 0.06% 3980 +8 0.21%  100.00+0.00  0.00%
15°C 8.67+001 0.15% 3928 +73 1.85%  99.67+0.15  0.15%
25°C 8.67+0.01 0.09% 3866+ 50 1.28%  99.67+0.12  0.12%
;(golg—NP 2762+001 005% 1243+14  1.09%  30.07+0.36 1.19%
62°C XS15  27.34+0.01 003% 1262 +21 1.64% 31.13+058 1.86%
18°C 27.48+0.00 0.02% 991 +7 0.67% 23.78 +0.47  1.96%
22°C 27.49+0.00 0.02% 927 + 10 1.06% 2350+0.28 1.20%

Der groRte RT-Unterschied zwischen den einzelnen Temperaturen ist bei XS15 EP mit 0.2 min bei
Variation der Saulenofentemperatur zu beobachten. Dies ist der maximal zugelassene Wert flr
Retentionszeitunterschiede, um eine Analyse nach den Vorgaben des Wirkstoffpeptidlabors
auswerten zu konnen. Die RT-Unterschiede der anderen Methoden liegen bei der verédnderten
Saulenofentemperatur deutlich unter 0.2 min (vgl. Abbildung 69).
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Abbildung 69: Unterschiede der Retentionszeiten der verschiedenen Methoden bei variierenden
Saulenofentemperaturen.
Unterschied der Retentionszeiten bei minimaler und maximal erlaubter abweichender S&ulenofentemperatur in

Bezug auf die Retentionszeit bei Solltemperatur. RT-Unterschied in min.
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Auch die relativen Standardabweichungen der Peakflache und Reinheit liegen bei allen Methoden und
Temperaturen unter den akzeptierten 2%. Die RSD-Werte liegen dabei fir die Peakflache in einem
Bereich von 0.02% bis 1.85% und fir die Reinheit in 0.00% bis 1.96% (vgl. Tabelle 60). Die
Saulenofentemperatur weist dabei einen wesentlichen Einfluss auf die Retentionszeiten der einzelnen
Proben auf. Bezlglich der Retentionszeitstabilitdt, Peakflichen und Reinheit werden die
Anforderungen an die Robustheit an die Variation der Temperaturen erfullt.

Fir die Untersuchung des Einflusses der Probenmatrix werden jeweils drei Peptide bzw. XS15 in zwei
unterschiedlichen Matrizen in Triplikaten bzw. sechsmal analysiert. Dabei werden Peptide in 100%
DMSO und 33% DMSO/Wasser und XS15 in 100% DMSO und 100% Wasser gelést und analysiert. In
Tabelle 61 sind die Ergebnisse fir die Methode Gradient Ill zusammenfassen dargestellt. Die
Retentionszeiten unterscheiden sich in den verschiedenen Probenmatrizen nur minimal und die
relativen Standardabweichungen liegen deutlich unter 2%.

Tabelle 61: Test Robustheit Matrix.
Variation der Matrix in der die Peptide vorliegen. Ergebnisse von drei Peptiden mit dem Gradient IIl.
Konzentration 1 mg/ml, RT in min, Area in mAU.

Gradient Il RT RT Area Area %Area %Area
MW % o RSD MWzto RSD MW Zto RSD

RAD1 . . .
100% DMSO 9.81 +0.00 0.05% 8825+ 4 0.04% 98.62 + 0.03 0.03%
33% DMSO/H20 9.80+0.01 0.10% 9969 +1 0.01% 98.63 + 0.02 0.02%
CSP1 . . o
100% DMSO 8.94 + 0.00 0.00% 4516 + 3 0.07% 100.00 £ 0.00 0.00%
33% DMSO/H20 8.93+0.01 0.09% 3957 + 39 1.00% 100.00 £ 0.00 0.00%
162015

100% DMSO 8.65 + 0.01 0.09% 4293 +5 0.13% 100.00 + 0.00 0.00%
33% DMSO/H20 8.64 +£ 0.00 0.05% 4385+ 7 0.17% 100.00 + 0.00 0.00%

In Abbildung 70 sind die Ergebnisse der relativen Standardabweichungen der Matrizen vergleichend
gegenibergestellt. Dabei sind die Abweichungen bei 100% DMSO bei allen drei Peptiden allgemein
geringer als bei einer Probenmatrix von 33% DMSO/Wasser. Bei den Peakflachen ist der groite
Unterschied der relativen Standardabweichung bei Peptid CSP1 mit 1.0% bei 33% DMSO/Wasser zu
beobachten. Die Probenmatrix 33% DMSO/Wasser hat dabei einen gré3eren Einfluss auf die Analyse
der Peptide, vor allem in Bezug auf die Peakflache, als 100% DMSO, wobei der allgemeine Einfluss
relativ gering ausfallt.

100% DMSO 33% DMSO/H,0
2.00
1,50
1.00
)50
i — — 1 50 i — P [ —
RSDRT RSD Area RSD %Area RSD RT RSD Area
mRAD1 mCSP1 m162015 mRAD1 =CSP1 m162015

Abbildung 70: Ubersicht der relativen Standardabweichungen des Tests Robustheit.
Die einzelnen Peptide wurden mit der Gradient IlI-Methode in unterschiedlicher Matrix von 100% DMSO (links)
und 33% DMSO/Wasser (rechts) analysiert.

Die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der Probenmatrix auf die Methode XS15 EP sind in
Tabelle 62 dargestellt. Die relativen Standardabweichungen liegen deutlich unter dem
Akzeptanzkriterium. Sie liegen in Bezug auf die Retentionszeit, als auch die Peakflaiche und Reinheit
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in einem Bereich von nur 0.00% bis 0.11%. Der Einfluss der Probenmatrix bei der Analyse von XS15
ist sehr gering.

Tabelle 62: Test Robustheit Matrix XS15_EP.
Variation der Probenmatrix in von XS15 mit 100% DMSO und 100% Wasser. Konzentration 0.1 mg/ml, RT in min,
Area in mAU.

XS15 EP RT RT Area Area %Area %Area
- MWt o RSD MW zto RSD MW o RSD
100% DMSO | 8.68 £ 0.01 0.11% 3739 + 22 0.04% 100.00 £ 0.00 0.00%

33% DMSO/H20 | 8.74+0.01 0.11% 4061 + 17 0.01%  100.00 +0.00 0.00%

Beziglich der Retentionszeitstabilitat, Peakflachen und Reinheit werden die Anforderungen an die
Robustheit der Probenmatrizen erfillt.

Grundsatzlich gelten Analysenergebnisse nur als valide, wenn sie im bei der Validierung der Methode
festgelegten Arbeitsbereich gemessen wurden.
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3.4 Vergleich des Verhaltens von Peptiden in verschiedenen
analytischen Systemen

3.4.1 HPLC mit unterschiedlichen Saulenlangen

Zuerst wurde das analytische Verhalten von Peptiden in einem HPLC-System mit unterschiedlichen
Saulenlangen untersucht. Dabei werden die Retentionszeiten der Peptide auf der alten
Standardséaule, mit einer Saulenlange von 250 mm, mit der optimierten Standardsaule, mit einer
Lange von 150 mm, vergleichend herangezogen. Die beiden Saulen unterscheiden sich dabei nur in
ihrer Lange und der PartikelgréRe. Sowohl der Innendurchmesser als auch das Packungsmaterial,
sowie der Hersteller stimmen Uberein (vgl. Tabelle 63).

Tabelle 63: Ubersicht iiber die Saulenparameter der vergleichenden Trennsaulen.
Partikelgrof3e in um, PorengrofRe in A°, Temperatur in °C.

XSelect CSH Cig 3 x 250 mm XSelect CSH Cyg 3 x 150 mm
Basismaterial spharisches poroses Kieselgel sphérisches poroses Kieselgel
PartikelgroRe 5.0 35
PorengréiRe 130 130
pH 1 bis11 1 bis 11
Temperatur 80 bei niedrigem pH 80 bei niedrigem pH
Druckbereich 6000 psi bzw. 415 bar 6000 psi bzw. 415 bar
End-Capping Ja Ja

VanGuard VanGuard
Vorséaule 2.1 x5 mm 2.1 x5 mm

5um 3.5 um

Die Methoden der beiden Saulen weisen zwar den gleichen Gradienten auf, unterscheiden sich aber
in ihrer Steilheit. AuBerdem betragt die Saulenofentemperatur bei QC_WP 30°C und bei Gradient I
50°C. Fir die lange Séaule wurde die Methode QC_WP und fir die kurze Saule Gradient Ill verwendet.
Beim Vergleich der Retentionszeiten der einzelnen Peptide konnte ein linearer Zusammenhang mit R?
von 0.99, wie in Abbildung 71 zu sehen, hergestellt werden.

RT Vergleich HPLC
12
11

10

. #‘ y = 0.3439x - 1.0385
% R? =0.9939

RT in min XSelect 3 x 150 mm 3.5 um

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
RT in min XSelect 3 x 250 mm 5 pum

Abbildung 71: RT-Vergleich.
Punktdiagramm der Retentionszeiten der Peptide auf den verschiedenen Saulen mit den entsprechenden
Gradienten. RT in min. Probenanzahl n =41.
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Dabei entspricht z.B. die Retentionszeit von 26 min auf der langen Saule der Retentionszeit von ca.
7.8 min auf der kurzen Saule. Es konnten selten und vereinzelt Elutionsumkehrungen beobachtet
werden. Dabei eluierten diese Peptide auf der kurzen Saule friher als auf der langen Saule.

Zusammenfassend konnten die beiden Saulen sehr gut miteinander verglichen werden, und sogar ein
linearer Zusammenhang hergestellt werden.

3.4.2 HPLCund UHPLC

Untersuchung des analytischen Verhaltens von Peptiden in unterschiedlichen Systemen. Dabei
wurden die Systeme von HPLC (e2695 ALLIANCE SYSTEM, Waters®) und UHPLC (UltiMate 3000,
Thermo Scientific™ Dionex™) miteinander verglichen.

Die Bezeichnung UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) ist ein Begriff, der fur die
schnelle und hocheffiziente Flissigchromatographie gepragt wurde. In der Ultra HPLC werden Séaulen
mit PartikelgréRen um 2 um und zum Teil noch kleiner (1.3 ym, 1.7 ym) eingesetzt, die den
Saulenvordruck auf mehrere Hundert Bar erhéhen. Im Vergleich zu herkdmmlichen HPLC-Anlagen
sind bei UHPLC-Trennungen hohere apparative Anforderungen an die einzelnen Baugruppen gestellt,
welche. durch erweiterte Druckbesténdigkeit der Pumpe und des Probenaufgabesystems
gewahrleistet werden. Dabei steigt der Druck je kleiner die PartikelgréRe der Saule und je hdher der
Fluss ist.

Die hier miteinander vergleichenden Systeme unterscheiden sich in ihrem Gerateaufbau. Ein
besonderes Augenmerk wird dabei auf die verwendeten S&ulen gelegt. Dabei haben die S&ulen
innerhalb der Systeme unterschiedlichen Ausrichtungen. Im HPLC-Gerat wird die Séule senkrecht
eingebaut und der Fluss geht dabei von unten nach oben. Bei der in dieser Arbeit vergleichend
herangezogenen UHPLC dagegen wird die Saule horizontal eingebaut und der Fluss geht von links
nach rechts. Auferdem unterscheiden sich die verwendeten Saulen in ihren Dimensionen. Die
UHPLC-Séaule weist einen deutlich kleineren Innendurchmesser, eine geringere Partikelgrof3e und
eine kleinere Porengrdl3e im Verglich zu den HPLC-Saulen auf (vgl. Tabelle 64). Das Basismaterial ist
identisch und es handelt sich bei allen um Cis-S&ulen mit End-Capping. Bei den HPLC-S&ulen werden
vor die Trennsaule Vorsaulen geschalten, bei der UHPLC-Saule wird keine verwendet.

Tabelle 64: Ubersicht iiber die Saulenparameter.
Lange und Innendurchmesser in mm, Partikelgrof3e in um, PorengréfRe in A°, Temperatur in °C.

XSelect CSH Cys XSelect CSH Cys Acclaim PepMap 100
3 x 250 mm, Waters 3 x 150 mm, Waters Cig LC-Saule, Thermo
Fisher
Lange 250 150 150
Innendurchmesser | 3 3 0.3
Basismaterial spharlsches poroses spharlsches poroses spharlsches voll poréses
Kieselgel Kieselgel Kieselgel
Partikelgrofe 5.0 35 2.0
PorengréiRe 130 130 100
pH 1-11 1-11 2-8
Temperatur 80 bei niedrigem pH 80 bei niedrigem pH 60
Druckbereich 6000 psi bzw. 415 bar 6000 psi bzw.415 bar 11600 psi bzw. 800 bar
End-Capping Ja Ja Ja
VanGuard VanGuard
Vorsaule 2.1x5mm 2.1x5mm keine
5pum 3.5 um

Neben den Unterschieden im Geréateaufbau und den Sé&ulen, gibt es auch deutliche Abweichungen
der Methoden. Dabei sind die ersten Unterschiede bereits bei den mobilen Phasen zu erkennen. Fir
die UHPLC wird die mobile Phase B bereits vorgemischt und es wird Ameisensaure verwendet. Das
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Lésungsmittel der Proben ist auch verschieden, sowie die eingesetzte Menge an Peptiden. Alle
Methoden sollen dabei eine grof3e Breite an diversen Peptiden abdecken, wodurch die Gradienten
dementsprechend breit sind. Obwohl die Methoden auf der UHPLC mit einer entsprechend schmalen
Saule laufen, sind die Analysenzeiten mit 60 min bzw. 90 min sehr ausgedehnt. Sowohl die
Temperatur des Saulenofens als auch des Probenraumes unterscheiden sich deutlich. Lediglich die
fur die Detektion verwendete Wellenlange entspricht bei allen drei Methoden (vgl. Tabelle 65).

Tabelle 65: Ubersicht iiber die Methodenparameter.
Injektionsvolumen in pl, Flussrate in ml/min, Dauer in min, Temperatur in °C, Wellenldnge in nm.

RT in min Cocktail Methode

&

QC WP Gradient Il Peptid Methode  Cocktail Methode
Saule XSelect CSH Cis XSelect CSH Cus %CS'i'Tszenﬁmazp %8
3x250 mm5S5pum 3 x 150 mm 3.5 pm ’ H
0, 0,
Mobile Phase A Wasser + 0.1% TFA Wasser + 0.1% FA
. AcN + 0.08% TFA 80% AcN/ 20% Wasser + 0.08% FA
Mobile Phase B
. . DMSO Wasser + 1% AcN + 0.05% TFA
Ldsungsmittel
Injektionsvolumen | 10 10 1 1
Flussrate 0.2 0.5 0.005 0.005
Gradient 5% bis 65% B 5% bis 65% B 4% bis 55% B 4% bis 55% B
Steigung 1.7%/min 5.1%/min 5.1%/min 1.3%/min
Dauer 60 30 60 90
Temperatur 30 50 30 30
Saulenofen
Temperatur 20 20 5 5
Probenraum
Wellenlange 220 220 220 220

Um das analytische Verhalten der einzelnen Peptide in den verschiedenen Systemen mit den
unterschiedlichen Methoden zu vergleichen, wurden die Retentionszeiten betrachtet. Dabei konnte
zwischen den Retentionszeiten der UHPLC Methoden ein deutlicher, wenn auch nicht linearer
Zusammenhang hergestellt werden. In Abbildung 72 rechts sind die Retentionszeiten der HPLC und
der QC_WP-Methode gegen die UHPLC mit der Peptid-Methode aufgetragen. Dabei sind Tendenzen
fur eine Korrelation zu erkennen, ein linearer Zusammenhang besteht allerdings nicht. Da fir den
frihen und spaten Retentionszeitenbereich nur wenige Peptide zur Verflgung standen, wurde der
Vergleich erschwert.

RT Vergleich UHPLC RT Vergleich HPLC und UHPLC
=) °
o 2 o
. . g’ =3 L] ‘.o ?
° o P
el 23
% o = o% %
4 < >y
}' & & s % «‘."
’.-,_.,-' ° 15 . ',.-"'.A O
- o .
®
L L
oo
1 13 15 17 5 30
RT in min Peptid Methode RT in min QC_WP

Abbildung 72: RT-Vergleich. Punktdiagramme der Retentionszeiten der Peptide.
Links: Vergleich der Methoden Peptid und Cocktail auf der UHPLC (n=32). Rechts: Vergleich der Peptid-Methode
an der UHPLC mit der QC_WP-Methode an der HPLC. Probenanzahl n =64. RT in min.
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Das analytische Verhalten von Peptiden innerhalb eines Systems ist gut zu vergleichen. Zwischen
zwei Systemen, wie HPLC und UHPLC, ist ein Vergleich deutlich schwieriger und es sind nur
Tendenzen fir eine Korrelation sichtbar. Die Zusammenfassung aller Methoden ist der Tabelle 66 zu
entnehmen. Dabei ist zu beachten, dass zwischen den HPLC und UHPLC-Methoden kein direkt
linearer Zusammenhang besteht. Die Retentionszeiten wurden aufgrund von Tendenzen
gegenibergestellt und extrapoliert und kénnen nicht eins zu eins Ubernommen werden, sondern
dienen zur Orientierung. Bei dem Vergleich der Retentionszeiten konnten Elutionsumkehrungen
beobachtet werden. Dabei war jedoch kein Muster zu erkennen.

Tabelle 66: Ubersicht tiber die Retentionszeiten einzelner Peptide mit den verschiedenen Methoden.
RTqc_we entspricht der Analyse mit der HPLC Methode QC_WP auf der Standardséule (XSelect 3 x 250 mm,
5 um) RToradient m entspricht der HPLC Methode Gradient Il auf der Optimierungsséule (XSelect 3 x 150 mm
3.5 um. RTcocktail Und RTreptia €ntsprechen der UHPLC Saule (Acclaim PepMap Cig 0.3 x 150 mm 2 pm) mit den
Methoden Peptid und Cocktail. RT in min.

RToc wp RTGradient 111 RT cocktail RTpeptid
19.0 5.4 5.2 8.2
20.0 5.7 6.9 8.6
21.0 6.1 8.6 8.9
22.0 6.4 10.3 9.3
23.0 6.8 12.1 9.7
24.0 7.1 13.8 10.1
25.0 7.5 15.5 10.5
26.0 7.8 17.2 10.8
27.0 8.2 19.0 11.2
28.0 8.6 20.7 11.6
29.0 8.9 22.4 12.0
30.0 9.3 24.1 12.3
31.0 9.6 25.9 12.7
32.0 10.0 27.6 13.1
33.0 10.3 29.3 135
34.0 10.7 31.0 13.8
35.0 11.1 32.7 14.2
36.0 11.4 34.5 14.6
37.0 11.8 36.2 15.0
38.0 12.1 37.9 15.3
39.0 12.5 39.6 15.7
40.0 12.8 41.4 16.1
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4 Diskussion

Die instrumentellen Methoden der HPLC wurden in dieser Arbeit sowohl fir Peptide und
Vakzinpeptidcocktails fur klinische Studien als auch fir das innovative Adjuvans XS15 entwickelt und
optimiert. Durch die umfangreichen Validierungen dieser Methoden sind sie fir den Einsatz im GMP-
regulierten Bereich geeignet und kdnnen im Wirkstoffpeptidlabor eingesetzt werden. Die Diskussion
gliedert sich, wie der Ergebnisteil, in die vier Themen Optimierung, Adjuvans XS15, Validierung und
Vergleich des analytischen Verhaltens von Peptiden in verschiedenen Systemen.

4.1 Optimierung von HPLC-Methoden

Die Problemstellung zu Beginn dieser Arbeit war die Reduktion der Analysezeit eines einzelnen
Peptids. Mit der bis dato verwendeten Standardsaule XSelect CSH C18 5 um 3 x 250 mm dauerte die
Analyse eines Peptids mit der Standardmethode QC_WP 60 Minuten. AulRerdem sollte die
Auftrennung von Vakzinpeptidcocktails mit bis zu 10 Peptiden deutlich verbessert werden, um eine
zuverlassige Quantifizierung, wie fur die Arzneimittelanalytik erforderlich, zu gewahrleisten.

Fur die Reduzierung der Analysendauer wurde untersucht, ob eine kiirzere Saule mit verringerter
PartikelgréRe in Kombination mit dem Erhéhen der Flussrate in Frage kommt. Dafur wurde die Séule
XSelect CSH C18 3 um 3 x 150 mm ausgewahlt, die chromatographischen KenngrdRen der beiden
Saule berechnet und in Vergleich gesetzt. AuRBerdem wurde untersucht, ob der Saulendruck eine
héhere Flussrate zuldsst. Dabei lag die Aufmerksamkeit besonders auf den héheren Flussraten.

Sowohl die Bodenzahl als auch die Bodenhdhe sind abhangig von der Lange der Saule. Je besser die
Saule gepackt wurde (kleine Bodenhdhe) und je langer sie ist, desto groRer ist die Bodenzahl und
somit die Trennleistung (siehe Punkt 1.3.2).

Um bei einem Wechsel der stationaren Phase die chromatographischen KenngroRen Bodenzahl N
und Aufldsung R konstant halten zu kénnen, gibt es einige Zusammenhange zu beachten. Es gilt:

1
N o« — und N « L, 4.1)
dp

Dabei sollte bei einer Verringerung der Partikelgré3e dp von 5 um auf 3.5 um die Lange der Saule L.
dementsprechend gekirzt werden.

Npeu = Naie
Lc,neu — LC,alt 4
dp,neu dp,alt ( ) )

Lcalt * dp,neu

Lc,neu - d
p.alt

Durch die Berechnung sollte eine Saulenldnge von 175 mm angestrebt werden. Da keine Trennsaule
mit einer Lange von 175 mm und gleichem Packungsmaterial beim Hersteller erhaltlich ist, wurde die
am nachsten liegende Lange 150 mm ausgewabhlt.

Da diese theoretisch gesehen ein bisschen zu kurz ausféllt, waren EinbuRen in den
chromatographischen Kenngré3en zu erwarten. Dies konnte bei den Berechnungen der Bodenzahlen
gezeigt werden, da diese im Durchschnitt bei der neuen S&ule geringer ausfielen als bei der
Standardsaule (vgl. Tabelle 2). Jedoch waren bei hoher Flussrate die Unterschiede nur noch sehr
gering und die Bodenzahl bei der kirzeren Saule sogar leicht hdher. Da der Druck im Vergleich zur
Standardséule nur geringfiigig hoher ausfiel (vgl. Tabelle 3), wurde die verkirzte Séule fur den
Einsatz von hohen Flussraten als geeignet angesehen.
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Die Aufldsung R ist dabei proportional zur Wurzel der Bodenzahl N (Effizienz), und letztere ist
proportional zur Saulenlange Lc. Es gilt:

R o« VN o /L. (4.3)

Die Auflosung lasst sich zwar leicht durch VergréR3ern der Bodenzahl, de facto durch Verlangern der
Séaule, erhdhen; da die Effizienz aber nur mit v/N proportional zur Auflésung ist, und damit auch die
Saulenlange, sind die Nachteile wie Verlangerung der Analysenzeit und resultierende
Gegendruckerhéhung oft gréRer als der Gewinn. Wenn die Auflésung Uber die Effizienz gesteigert
werden soll, dann ist es besser den Teilchendurchmesser der stationdren Phase und damit die
Bodenhohe zu verkleinern, da so die Analysenzeit gleich bleibt (Kromidas, 2006). Das zeigt, dass die
Auflésung allgemein weniger von einer Anderung der Saulenlange beeinflusst wird als beispielsweise
die Bodenzahl. Da durch verkleinern der Partikelgro3e die Bodenzahl bei héheren Flussraten jedoch
nahezu unverandert ist, sollte auch die Auflésung gleichbleiben (vgl. Tabelle 2). Deswegen wurde die
Saule XSelect CSH Cis 3pum 3 x 150 mm als Optimierungsséule und Ersatz fur die derzeitige
Standardséule ausgewahlt.

Je kleiner die Partikelgrof3e desto kleiner die Bodenhdhe und dementsprechend héher die Bodenzahl.
Aufgrund des limitierenden Faktors Druck, der bei Verkleinern entsprechend ansteigt, ist eine
Verwendung von sehr kleinen PartikelgréRen bei der HPLC nicht geeignet. Daflir wurden UHPLCs
(Ultra High Performance Liguid Chromatography) entwickelt, welche einen deutlich hdheren
Arbeitsdruck und damit die Verwendung von Partikeln mit einem Durchmesser von 2.2 um bis 1.7 ym
als Saulenmaterial zulassen.

Dies konnte auch bei dem Vergleich der beiden Saulen mit den PartikelgroBen 5 um und 3.5 pm
beobachtet werden. Bei der Séule mit 3.5 um Partikel war bei hoher Flussrate die Bodenzahl grofzer
(vgl. Tabelle 2), bei der Saule mit 5 um Partikel dagegen nahm die Bodenzahl mit steigender Flussrate
ab. Je kleiner die Teilchengrof3e, desto geringer der Einfluss der Flussrate auf die Bodenhdhe und
damit auch auf die Effizienz (Bodenzahl) (siehe Abbildung 73).

5pum

Bodenhohe

\/—-"""Sﬂ
2

1.7 ym

Flussrate
Abbildung 73: Van-Deemter-Plot fur verschiedene PartikelgroRen.

Einfluss der PartikelgrofRe auf die Bodenhdhe mit zunehmender Flussrate. Modifiziert nach (Jakimska et al.,
2014).

Die Peakflache nimmt durch Erhdéhen der Flussrate um den gleichen Faktor ab. Ebenso wird die
Peakhdhe beeinflusst. Durch Verkiirzen der Saule und der Verwendung kleinerer Partikel wir der
Einfluss auf die Peakhohe relativ ausgeglichen, wodurch nur eine Abnahme der Peakflache zu
erkennen ist.

Bei kleineren Partikeln sind die Diffusionswege entsprechend kleiner, wodurch eine Erhéhung des
Flusses weniger Auswirkung hat und die Peakform ,scharf® bleibt. Die Peakform wurde durch
Berechnung des Symmetriefaktors der beiden S&ulen bei unterschiedlichen Flussraten bewertet.
Dieser war bei der Standardsaule meist besser, allerdings bei einer hohen Flussrate von 0.5 ml/min
vergleichbar. Dabei war ebenfalls zu beobachten, dass der Symmetriefaktor mit Erhéhen der
Flussrate bei der Standardséule schlechter und bei der Optimierungssaule besser wurde (vgl. Tabelle
3). Die Peakform ist auch abhangig von der Packungsqualitat und kann von Séule zu Saule variieren.

Wie unter Punkt 1.3.3 beschrieben muss bei einem Transfer auf eine Sdule anderer Dimensionen das

. . . .V
Gradientenvolumen Vg auf das Saulenvolumen Vc so angepasst werden, dass das Verhdltnis V—G
C

konstant bleibt. Eine wichtige Voraussetzung bei einer Sédule mit anderen MaR3en ist ein &quivalentes
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Packungsmaterial. Der direkte Transfer der Methode QC_WP lieferte zwar eine deutlich verkirzte
Analysenzeit, allerdings waren auch deutliche Einbufen in der Auflésung zu erkennen (vgl. Abbildung
10). Eine Optimierung der Auflosung wurde durch Erhéhen des Gradientenvolumens erzielt. Ein
kleines Gradientenvolumen Vg fuhrt zwar zu schmalen Peaks, allerdings sinkt dabei die Auflésung und
die Selektivitat &ndert sich. Je groRer das Gradientenvolumen, desto besser die Trennung bei einer
Gradientenelution. Die Anzahl der theoretisch trennbaren Komponenten nimmt zu (Kromidas, 2017).
Bei einem Gradientenvolumen von 5 < Vc < 15 ist die Gesamtauflésung robust (Steiner et al., 2016).
Deshalb wurde das Gradientenvolumen von den urspriinglichen 4.2 ml um den Faktor 1.3 auf 5.8 ml
erhoht und liegt damit im robusten Bereich.

Das Gradientenvolumen an sich ist kleiner als bei der Ausgansmethode QC_WP (7 ml), bei einem
verringerten Saulenvolumen dagegen ist das Verhaltnis X—G mit 5.5 letztendlich gré3er, wodurch eine
C

bessere Auflésung und Selektivitat erreicht werden konnte (vgl. Tabelle 7).

Eine Anderung der Flussrate konnte vorgenommen werden, da bei Gradientenmethoden der Effekt
auf die Trennung durch Bandenverbreiterung nur gering ausgepragt ist. Dies liegt daran, dass
Substanzzonen beim Wandern durch die Saule aufgrund der standigen Erhéhung der Elutionskraft
permanent fokussiert werden. Dieser Effekt wirkt der Ublichen Bandenverbreiterung entgegen und
gestaltet die Auflosung bei Flussratenanderung bei Gradienten-Methoden deutlich robuster als bei
isokratischer Arbeitsweise (Steiner et al., 2016). Mit entsprechend kleinen Partikeln kann auch bei
hoheren Lineargeschwindigkeiten gearbeitet werden, ohne zu viel Trennleistung durch die
Bandenverbreiterung zu verlieren.

Einerseits qilt, je steiler der Gradient, umso &hnlicher die Peakbreiten und umso geringer die
Bandenverbreiterung (Kromidas, 2014). Andererseits wird durch Erh6hung der Steigung die
Nachweisgrenze herabgesetzt. Da der Einfluss der Bandenverbreiterung durch das Verkleinern der
PartikelgréRe deutlich reduziert wurde, konnte die Steigung fir die Gradient Ill Methode, im Vergleich
zur Transfer-Methode, um 2% herabgesetzt werden. Durch die Erhéhung der Temperatur konnte
auRerdem die Auflosung verbessert werden (vgl. Abbildung 12).

Zu Peakuberlagerungen kommt es, wenn sich Peptide in ihren Elutionseigenschaften zu ahnlich sind
und sich dadurch ihre Retentionszeiten kaum unterscheiden. Um eine bessere Trennung zu erreichen,
wurde der Trennbereich der Methode Gradient Il nach Retentionszeit in zwei gleich grol3e
Optimierungsbereiche aufgeteilt. Diese wurden jeweils anhand von zwei verschiedenen
Vakzinpeptidcocktails, welche deutliche Uberlagerungen in den jeweiligen Optimierungsbereichen
aufzeigten, auf die Effektivitat der Optimierung hin Uberprift. Dabei blieben die Probenvorbereitung,
mobile und stationdre Phase und der Detektor unverandert (siehe 3.1.1). Es wurden nur die
Parameter Gradient und Temperatur untersucht.

Fur den Optimierungsbereich |, der den frihen Elutionsbereich von Minute 5 bis 9.5 bei Gradient Il
abdeckt, erwies sich der Gradient von 6% bis 24% B am geeignetsten. Fir den Optimierungsbereich
Il, von Minute 9.5 bis 14 bei Gradient Ill abdeckt, erwies sich der Gradient von 22% bis 40% B am
erfolgreichsten. Die Gradientenvolumina und das Verhaltnis Ve/Vc blieben dabei bei allen optimierten
Methoden gleich, bei 5.8 ml bzw. 5.5. Es wurde nur der Gradient, mit der Anfangs- und
Endbedingung, sowie dessen Steilheit untersucht.

Im ersten Schritt wurde mit Hilfe von breiten Ubersichtsgradienten der Bereich der Anfangs- und
Endbedingung, in welchem nur die Peptide eluieren, die in den entsprechenden
Optimierungsbereichen lagen, eingegrenzt. AnschlieBend wurde die Anfangsbedingung festgelegt.
Liegen die Peaks zu nah an der Totzeit, ist der Retentionsfaktor k sehr klein ist. Die Auflésung kann
dann durch VergroBern von k und damit Verringern der Elutionskraft des Eluenten, indem die
Konzentration von Acetonitril erniedrigt wird, gesteigert werden (Snyder, 1972). Bei einer
Anfangskonzentration von 6% B bei Gradient | und 22% B bei Gradient 1l waren diese Bedingungen
gegeben. Die Anfangskonzentration ist dabei fir die erste Halfte des Gradienten wichtiger als die
Steilheit (Kromidas, 2014).

Die Endbedingung wurde so gewahlt, dass nur die letzten interessierenden Peaks von der Saule
eluieren. Dabei waren bei geringen Verédnderungen der Konzentrationen direkte Auswirkungen
sichtbar. Es wurde fur Gradient | eine Endbedingung von 24% B und fir Gradient Il von 40% B
gewahlt. AnschlieBend wurde der Gradient schnell auf 100% B gefahren, um die restlichen Peptide
von der Saule herunter zu spilen. Die Steigung wurde flach gehalten, damit die einzelnen Peptide
unterschiedliche k-Werte erreichen und besser voneinander getrennt werden. Eine Steigung von
1.54%/min wurde als geeignet angesehen.
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Da der Spilpeak bei Gradient | relativ schnell nach den letzten interessierenden Peaks zu sehen war,
wurde die Haltezeit der Endbedingung verléangert, um einen Abstand zwischen diesen zu bekommen.
Dabei wurde der Bereich von Minute 5 bis 17 fur die Auswertung festgelegt.

Die Temperatur hat Einfluss auf die Viskositat der mobilen Phase, die Auflésung und die Stabilitat der
Analyten. Die Auflosung wird durch die Selektivitat, Bodenzahl und den Retentionsfaktor beeinflusst.
Die Selektivitat kann dabei durch Temperaturénderungen verbessert werden. Die Bodenzahl kann
durch eine hohere Viskositat der Eluenten, durch z.B. Temperaturerhdhung, vergréRert werden. Der
Retentionsfaktor kann durch starkere Wechselwirkungen, durch z.B. Temperaturdnderungen
beeinflusst werden. Der Einfluss der Temperatur auf die Auflésung und Selektivitdt ist nicht
vorherzusagen und wurde deshalb experimentell untersucht.

Da sowohl die stationare Phase als auch die Flussrate unverandert blieben, konnte die Auflésung nur
durch Temperaturanderungen beeinflusst werden. Hierbei waren Grenzen durch den Saulenofen des
Geréates, sowie durch die Warmeempfindlichkeit der stationdren Phase und der Siedepunkte der
mobilen Phase gesetzt (Colin et al.,, 1978). Deshalb wurde nur der Bereich von 20°C bis 60°C
untersucht (vgl. 3.1.1).

Bei dem Optimierungsbereich | konnte durch Temperaturerh6hung eine deutliche Verbesserung der
Auflosung erzielt werden. Dies wurde hauptsachlich durch die Bodenzahl und den Retentionsfaktor
erreicht.

Die Sauleneffizienz kann durch Erhéhung der Temperatur gesteigert werden (Greibrokk et al., 2003).
Bei hoherer Temperatur nimmt die Viskositdt des FlieBmittels ab, wodurch der Stoffaustausch
zwischen mobiler und stationarer Phase erleichtert wird, die Bodenzahl wird erhéht und die Peaks
erscheinen schmaler. Durch die Unterdriickung der Wechselwirkungen mit der stationdaren Phase ist
das Zeitfenster fur die Probezone in der mobilen Phase zu kurz, um den Einflissen der
Bandenverbeiterung zu unterliegen.

In der RP-HPLC nimmt mit steigender Temperatur die Retention der Analyten im Allgemeinen ab
(Vanhoenacker et al., 2006). Der Temperatureinfluss auf den Retentionsfaktor k ergibt sich aus der
van’t-Hoff'schen-Gleichung:

AS

AH 1

Ink = — Xz+ o+ Ing (4.4)
AH ist die Enthalpiednderung des Stoffaustausches, AS die entsprechende Entropiednderung, R die
allgemeine Gaskonstante, T die absolute Temperatur und ¢ das Phasenverhéltnis der Saule. Mit
steigender Temperatur wird der Retentionsfaktor k demnach kleiner. Um zwei Stoffe voneinander
trennen zu kénnen, missen die jeweiligen k-Werte entsprechend unterschiedlich sein. Sind die k-
Werte zu klein, kann die Auftrennung aufgrund zu geringer Wechselwirkungen zwischen Substanz
und stationdrer Phase, ungenligend sein. GrolRere k-Werte bedeuten spate Retentionszeiten und
damit lange Analysenzeit.

Dabei ergibt die Auftragung von In k gegen 1/T eine lineare Abhangigkeit (Snyder et al., 2010). Die
Retentionszeit nimmt bei Erhéhung der Temperatur ab (McNeff et al., 2007; Wenclawiak et al., 2008).
Dies konnte auch in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen beobachtet werden. Bei
zunehmender Temperatur eluierten die Peptide friher von der Saule (vgl. Abbildung 11 und Abbildung
20).

Eine Temperaturerhéhung hilft besonders bei hohem Wassergehalt im Laufmittel (Kromidas, 2017).
Da bei Gradientll dieser im Vergleich zu Gradient | deutlich geringer ist, war eine
Temperaturerhéhung bei Gradient Il nicht so effektiv.

Bei dem Optimierungsbereich Il dagegen konnte durch eine geringe Erniedrigung der Temperatur eine
deutliche Verbesserung der Auflosung erzielt werden (vgl. Abbildung 30). Dies wurde hauptséchlich
durch die Selektivitat und den Retentionsfaktor erreicht. Die Selektivitat ist die empfindlichste GroRRe
zur Beeinflussung der Auflésung (Kromidas, 2006).

Bei niedrigen Temperaturen sind die Molekile weniger beweglich und die Eddy-Diffusion wird
verringert. Dies kann zu einer Bandenverbreiterung und damit bei benachbarten Peaks zu einer
Uberlagerung fitlhren (Meyer, 2009). Bei niedrigeren Temperaturen werden die Enthalpiedifferenzen
bei der Wechselwirkung der einzelnen Komponenten mit der stationdren Phase groRer als bei
héheren Temperaturen. Auch die Entropiedifferenzen machen sich bei niedriger Temperatur starker
bemerkbar. Somit ist eine Differenzierung (= Selektivitat) oftmals einfacher (Kromidas, 2006).
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Bei einer Erniedrigung der Temperatur nimmt die Kinetik und damit die Bodenzahl ab,
Wechselwirkungen zwischen Probe und stationédrer Phase nimmt zu, die Peaks werden breiter, der
Retentionsfaktor wird gréRer und die Selektivitat nimmt in diesem Fall zu.

Bei der quantitativen Auswertung der Chromatogramme werden die Peakflachen der Peptide mit
denen der Eichpeptide mit bekannter Konzentration in Relation gesetzt. Dadurch kann der
Peptidgehalt berechnet werden. Dafiir wurde das Verhalten der Peakflachen der Eichpeptide bei den
optimierten Methoden untersucht. Drei Peptide wurden herangezogen, welche mit allen drei Methoden
detektiert werden konnten.

Beim Vergleich der Peakflachen der Eichpeptide waren dabei relative Standardabweichungen von
0.83% bis 3.66% zu beobachten (vgl. Tabelle 26). Ein Peakflachenvergleich der einzelnen Peptide in
dem entsprechenden Cocktail zeigte sogar relative Standardabweichungen von bis zu 11.27%.

Die berechneten Peptidgehalte im Cocktail wiesen Abweichungen von bis zu 5% auf. Dabei waren die
Peptidgehalte der Methoden Gradient | und Il vergleichbarer als die von Gradient Ill (vgl. Tabelle 28).
Die Steigung und das Gradientenvolumen sind bei Gradient | und Il identisch, wodurch die
Vergleichbarkeit eher gegeben ist. Je mehr Ubereinstimmungen zwischen zwei Methoden, desto
vergleichbarer sind auch die Peakflachen bzw. berechnete Gehalte. Bei SMC1 bei Gradient Il war
auBerdem aufgrund einer Uberlagerung keine eindeutige Berechnung des Peptidgehaltes moglich.

Da die Quantifizierung der einzelnen Peptide in einem Vakzinpeptidcocktail Uber HPLC-Analyse
wichtig fur die Freigabeentscheidung ist, missen die Berechnungen so genau wie mdglich sein. Nur
bei einer ausreichenden Produktqualitat, durch exakte Berechnungen gezeigt, kann die Sicherheit des
Patienten gewahrleistet werden. Da die relativen Standardabweichungen beim Vergleich der
Peakflachen und Peptidgehalte fir eine eindeutige Quantifizierung zu hoch sind, missen die
Eichpeptide mit derselben Methode analysiert werden, wie die entsprechende Probe oder der
Cocktail.

Um die Effektivitat der optimierten Methoden zu verifizieren, wurden weitere Vakzinpeptidcocktails
herangezogen. Fur die Gradient | Methode wurden dafir die Cocktails 1820, 1903, 1915 und 2002, fur
Gradient | und Il 1409, 1604 und 1916 ausgewahlt. Dabei konnte bei allen Cocktails eine deutliche
Verbesserung der Analytik erzielt werden. Es waren bei allen Uberlagerungen keine
Verschlechterungen, sondern Verbesserungen (vgl. Abbildung 33) oder gar keine Anderungen (vgl.
Abbildung 38) dieser zu beobachten.

Allerdings konnten auch mit den optimierten Methoden nicht alle Uberlagerungen vollstandig
aufgetrennt werden. Auffallig waren jedoch die Peptid-Paare VYHS und YVSL (vgl. Abbildung 34 und
Abbildung 35) sowie TLGE und EIGW (vgl. Abbildung 38), welche nicht aufgetrennt werden konnten.
Dabei war auch keine Verbesserung zu erkennen, die Peptide Uberlagern weiterhin vollstandig.

Bei genauerer Betrachtung der Eigenschaften von VYHS (185093) und YVSL (CLL21) ist zum einen
eine ahnliche Molmasse festzustellen (vgl. Tabelle 29) und zum anderen der Isoelektrische Punk (pl).
Dieser liegt bei VYHS bei 6.71 und bei YVSL bei 6.74, womit sie sehr &hnlich sind, was bedeutet,
dass auch eine pH-Anderung diese zwei Peptide nicht voneinander trennen koénnte. Die
Elutionseigenschaften sind zu &hnlich.

Die Peptide TLGE (BIR2) und EIGW (PTP10) zeigen sehr dhnliche GRAVY-Werte und Molmassen,
wodurch eine Trennung aufgrund der Hydrophobizitdt und GroRRe, auf welches dieses
chromatographische System beruht, nicht moglich ist (vgl. Tabelle 33). Die &hnlichen
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase resultieren in sehr dhnlichen Retentionszeiten. Die pl-
Werte sind jedoch mit 8.26 und 6.10 relativ unterschiedlich, wodurch diese beiden Peptide mittels
geeignetem pH-Gradient vermutlich aufgetrennt werden kdnnten (Kaliszan et al., 2004).

Bei der Optimierung der Gradienten waren keine Elutionsumkehrungen zu beobachten. Bei der
Gradientenelution kann die Saulenlange und der Fluss die Elutionsreihenfolge beeinflussen
(Kromidas, 2014). Die stationdre Phase blieb in ihren Dimensionen unverandert, die Flussrate wurde
gleich gelassen und die Temperaturen nur geringfigig angepasst. Die Rahmenbedingungen waren
damit sehr &hnlich.
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Um einen Vakzinpeptidcocktail gesichert basisliniengetrennt darstellen zu kénnen, wére eine
projektspezifische Optimierung noétig. Dabei wirde speziell fur diesen Cocktail eine Methode
entwickelt werden um diesen vollstédndig aufgetrennt vorliegen zu haben. Dabei muss diese vor der
Verwendung komplett validiert werden. Solch eine projektspezifische Methodenoptimierung wurde fur
ein Industrieprojekt des WPL durchgefuhrt. Dabei konnte der Cocktail basisliniengetrennt dargestellt
werden. Die Arbeiten waren jedoch, von Methodenentwicklung bis zur abgeschlossenen Validierung,
sehr zeitintensiv. Da fir klinische Studien viele individuelle Vakzinpeptidcocktails verwendet werden,
ist es zeittechnisch nicht mdglich fir jeden Cocktail eine eigene Methode zu entwickeln und zu
validieren, welche vermutlich nur einmal zum Einsatz kommen wirde. Die Patienten missen
schnellstméglich mit den entsprechenden Vakzinpeptidcocktails versorgt werden.

Deswegen war es wichtig mit wenigen Methoden viele Peptide abzudecken und auftrennen zu
kénnen. Aufgrund der steigenden Probenanzahl ist eine schnelle Analyse dieser unabdingbar. Fir
z.B. neue Adjuvantien missen trotzdem erst entsprechende Methoden etabliert werden, aber
ansonsten reichen die derzeit zur Verfigung stehenden Methoden aus, um ein grof3es Repertoire an
Peptiden zuverlassig analysieren zu kdnnen. Manche Peptide kdnnen allerdings aufgrund von zu
ahnlichen Elutionseigenschaften mit den derzeitigen Methoden nicht getrennt werden. Aufgrund der
Individualitat der Vakzinpeptidcocktails, ist es quasi unmdglich eine Methode zu etablieren, die alle
mdglichen Kombinationen der Peptide basisliniengetrennt darstellt. Wichtig ist dabei jedoch, dass so
viele Peptide wie mdglich als Peaks zu erkennen sind, um eine Auswertung und Quantifizierung so
genau wie moglich durchfihren zu konnen. Die Identitdt kann zusatzlich noch Uber
massenspektrometrische Analysen bestatigt werden.

Fur die Optimierungsarbeiten wurde der Vakzinpeptidcocktail 1401 verwendet, welcher Gber 6 Jahre
bei -20°C gelagert wurde. Dabei waren keine Abbauprodukte in den HPLC-Chromatogrammen zu
sehen. Der Vakzinpeptidcocktail ist immer noch stabil. Diese Stabilitat ist ein groRer Vorteil von
Peptidvakzinen.

4.2 Das Adjuvans XS15

Die Charakterisierung von XS15 erfolgte nach den vom Wirkstoffpeptidlabor in Anlehnung an die ICH-
Richtlinien Q6A aufgestellten Spezifikationen. Da Peptide und Aminosauren keine Chromophore mit
Absorptionsspektrum im VIS-Bereich enthalten, erscheint das Lyophilisat als ein farbloses (,weil3es)
Pulver. Die Bestimmung der Identitat und des Gehalts darf nur mit validierten Methoden durchgefiihrt
werden. Die externen Prifungen, wie die Elementaranalyse oder die Bestimmung des
Restlésungsmittelgehalts, wurden vom jeweiligen Pruflabor generisch validiert oder verifiziert. Die
Spezifikationen wurden fur das Adjuvans XS15 alle eigehalten (vgl. Punkt 3.2.1).

XS15 ist sowohl in DMSO, Wasser als auch 33% DMSO/Wasser gut loslich (vgl. Tabelle 35). Der
hydrophile Molekiilteil Gly-Asp-Pro-Lys-His-Pro-Lys-Ser-Phe (GDPKHPKSF) dient der Verbesserung
der Loslichkeit und wurde aus einer natirlich vorkommenden Sequenz in Mycoplasma salivarium
entwickelt (Rammensee et al., 2019).

Es wurde die Interaktion von XS15 mit einem hydrophilen Sterilfilter untersucht und die Filterintegritat
gezeigt. Eine Wechselwirkung mit dem hydrophilen Filter kann zu einem Verlust fuhren, welcher durch
Reduktion der Peakflache in der HPLC-Analyse zu sehen ist. Nach der Filtration war ein leichter
Anstieg der Peakflache von XS15 bei einer Konzentration von 2.5 mg/ml in Wasser zu erkennen (vgl.
Abbildung 41). Da es nicht méglich ist, dass nach der Filtration mehr als vor der Filtration vorhanden
ist, ist diese Beobachtung auf Schwankungen in der Analytik zurick zu fuhren. Die Varianz der
Peakflache vor und nach der Filtration liegt mit 0.7% in dem angemessenen Bereich von = 5%. Auch
der maximale Verlust von 0.2% liegt in dem angemessenen Bereich und deutet nicht auf eine
Interaktion mit dem Filtermaterial hin.

Die entstandenen Nebenprodukte der Stresstests konnten mittels massenspektrometrischer Analyse
(MSMS) identifiziert aber nicht eindeutig zugeordnet werden. Deswegen wird die Zuordnung dieser
nur vermutet. Bei den Stresstests mit erhéhter Temperatur war der Anteil der Nebenprodukte in den
Proben so gering, dass keine eindeutige Identifizierung der Nebenprodukte mdglich ist. Ein mdglicher
Ablauf der Verseifung ist in Abbildung 74 dargestellt. Die Bindung der Fettsdure am C2 des
Dihydroxypropylrestes (blau) ist vermutlich labiler als die terminal gebundene (rot), deshalb wird
dieser Palmitoylrest zuerst mittels Hydrolyse des Esters durch Kaliumhydroxid abgespalten. Die
Amidbindung zur Fettsaure wird dabei nicht gespalten.
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Abbildung 74: Méglicher Vorgang der Verseifung von XS15.
Abtrennung des inneren Palmitoylrestes durch Hydrolyse des Esters durch Kaliumhydroxid und anschlieBender
Abtrennung des terminal gebundenen Palmitoylrestes.

Nach dem in Abbildung 74 dargestellten mdglichen Vorgang entspricht Nebenprodukt 3 Pam2Cys-
GDPKHPKSF und Nebenprodukt 4 Pam(N)Cys(propyl)-GDPKHPKSF.

In der HPLC eluieren Substanzen, unter anderem ihrer Gro3e nach, von der Séaule. Das
Nebenprodukt 3 ist in seiner Struktur gro3er als das Nebenprodukt 4 und wirde entsprechend spater
eluieren, XS15 ist am gréf3ten und eluiert deswegen erst am Ende der Analyse. Da bei diesem
Vorgang letztendlich alle XS15-Molekule ohne zwei Palmitoylreste vorliegen, wirde diese
Vorgehensweise das Entstehen und wieder Verschwinden von Nebenprodukt 3 erklaren (vgl.
Abbildung 45). Es kann zuerst in der HPLC-Analyse detektiert werden, weil auch zuerst ein und dann
erst zwei Palmitoyl von XS15 abgetrennt werden. Wenn bei allen XS15 Molekilen beide Palmitoyl
(Fettsduren) abgetrennt sind, dann wurden alle Nebenprodukte 3 zu Nebenprodukten 4 umgewandelt
und kdnnen nicht mehr detektiert werden, da der Vorgang irreversibel ist.

Der Umfang der Methodenentwicklung von XS15 war im Vergleich zu Gradient I, 1l und Ill deutlich
geringer, auch die Prioritdten wurden anders gelegt. Bei den XS15 Methoden kam es weniger auf die
Selektivitat und Auflésung und mehr auf die Peakform von XS15 an sich an.

Das Gradientenvolumen von XS15 NP ist aufgrund des breiten Gradienten Uber 25 Minuten
entsprechend hoch, wodurch auch ein Verhaltnis von X—G von 11.79 erreicht werden konnte, was
‘C

wiederum hohe Robustheit bedeutet. Die Steigung ist aufgrund des breiten Gradienten mit 3.6%/min
héher als bei XS15 EP. Eine Temperaturerhdhung auf 60°C war bei dieser Methode notwendig, um
den XS15 Peak im Trennbereich zu detektieren. Bei niedrigeren Temperaturen war der Peak erst im
Bereich des Absinkens der Basislinie zu sehen (vgl. Abbildung 48). Dies ist wie zuvor auf die erhdhte
Viskositat der Losungsmittel und der dadurch leicht unterdriickten Wechselwirkungen von XS15 mit
der stationdren Phase zuriick zu fiihren. Dadurch nimmt die Retention von XS15 ab und es eluiert
frher. Die Methode ist fur die Auftrennung von XS15 und Nebenprodukten gut geeignet, da sie zu
deutlich unterschiedlichen Zeiten von der S&aule eluieren. Allerdings eluiert XS15 dabei sehr spat.
Dennoch waren keine weiteren Optimierungsarbeiten notwendig.

Bei der Methode XS15_EP lag die Prioritat auf der Peakform von XS15 und der Basislinie in Néhe
zum Peak. Das Gradientenvolumen liegt bei 4.25 ml und das Verhdltnis bei 4.01. Dieser Wert liegt
zwar nicht in dem als robust anerkannten Bereich, ist aber ausreichend, da nur XS15 mit dieser
Methode analysiert wird. Die Steigung von 2.4%/min flihrt zu einer guten Peakform (vgl. Abbildung
49). Fir die Quantifizierung von XS15 ist auBerdem eine ruhige Basislinie um den Peak von Vorteil.
Dies konnte mit dem Gradienten 80% bis 100% erreicht werden. Au3erdem war bei der Entwicklung
der Methode wichtig, eine Verschleppung von XS15 in nachfolgende Laufe zu verhindern. Dies konnte
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mit einem Anheben der Reinigungszeit innerhalb der Methode erreicht werden (vgl. Tabelle 38). Auch
bei der Methode XS15 EP wurde die Saulenofentemperatur von 60°C festgelegt, da XS15 bei dieser
Temperatur friher eluiert und dadurch mittig im Chromatogramm zu detektieren ist (vgl. Abbildung
50).

Die Analyse eines Vakzinpeptidcocktails, welcher XS15 beinhaltet kann nicht mit einer einzelnen
Methode erfolgen. Aufgrund der unterschiedlichen Konzentrationen und Elutionsverhalten der
Wirkstoffpeptide und XS15 ist das Entwickeln einer gesonderten Methode fur die Analyse eines
Vakzinpeptidcocktails zusammen mit XS15 nicht sinnvoll.

Die Kurzzeitstabilitatsprifung von XS15 in drei verschiedenen Ldsungen zeigte bei keiner eine
deutliche Abnahme der Peakflache oder veranderte Retentionszeiten (vgl. Tabelle 39). Auch die
Stabilitatsiberprifung innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails Uiber 24 h wies keine Auffalligkeiten in
der Peakflache von XS15 auf (Abbildung 54). Bisher abgeschlossenen Priifzeitpunkte der
Langzeitstabilitatstests von XS15 als Lyophilisat zeigen keine Abnahme des Gehaltes von XS15 im
Verlauf der Zeit (siehe Abbildung 55). Auch geldst innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails sind fur XS15
und fur die enthaltenen Wirkstoffpeptide keine Hinweise auf eine Instabilitdt zu erkennen (vgl. Tabelle
42). Es sind ebenfalls keine veranderten Retentionszeiten im Vergleich zur jeweiligen Referenz zu
beobachten. Alle Ergebnisse liegen innerhalb der Akzeptanzgrenzen. Zum jetzigen Zeitpunkt ist XS15
als Lyophilisat Giber 1 Jahr und innerhalb eines Vakzinpeptidcocktails Uber ein halbes Jahr stabil.

4.3 Validierung

Fur die Verwendung im GMP-Umfeld ist fir samtliche zum Einsatz kommenden Analysemethoden
eine Validierung durchzufihren. Dabei werden die Richtlinien in der ICH vorgegeben (vgl. Tabelle 1),
sie lassen aber deutlichen Spielraum zu. So liegt der Umfang einer Validierung im Ermessen des
Analytikers und es werden keine konkreten Akzeptanzkriterien vorgegeben, da es schwierig ist fur
viele verschiedene Wirkstoffe einheitliche Akzeptanzkriterien zu finden.

Der erste Untersuchte Parameter war die Spezifitat. Sie beschreibt die Storanfalligkeit gegeniiber
Begleitkomponenten. Die Spezifitit muss in allen vier Methodenkategorien ermittelt werden (vgl.
Tabelle 1). In dieser Arbeit wurde die Spezifitat fur die Identifizierung, Verunreinigung und
Gehaltsbestimmung der einzelnen Methoden untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass ein bekannter
Analyt in einer Mischung mit strukturell ahnlichen Verbindungen analysiert und identifiziert werden
kann.

Aus der Peptidsynthese bekannte Verunreinigungen sind Peptide mit fehlender Aminosaure(n), durch
unvolistandige chemische Kupplung, durch unvollstindige Abspaltungsreaktion entstandene
Verbindungen, zusatzlichen Schutzgruppen, Dimere sowie Oxidationsprodukte. Fir das Adjuvans
XS15 ist auch die Abspaltung eines Acylrestes (Deacylierung) moéglich. Fur die Methode XS15_ NP
standen keine Verunreinigungen zur Verflgung, weshalb ein Stresstest durchgefiihrt wurde, um
Abbauprodukte, auch fur die Validierung, zu generieren.

Es wurde gezeigt, dass das Peptid, bzw. XS15 eindeutig von Verunreinigungen aufgetrennt werden
kann und eine Gehaltsbestimmung mdoglich ist (vgl. Abbildung 57). Der Parameter Spezifitat im
Zusammenhang mit der Identifizierungsmethode erfordert im Wesentlichen von der Methode, den zu
bestimmenden Analyten von strukturell @hnlichen Molekilen unterscheiden zu kdnnen. Fir die
produktspezifischen Methoden war es dabei ausreichend, dass nur XS15 in dem Vakzinpeptidcocktail
1916 identifiziert werden konnte (vgl. Abbildung 58). Fir die allgemeinen Methoden war jedoch der
nicht in der ICH-Richtlinie beschriebene Punkt Selektivitdt, welcher gerne mit der Spezifitat
gleichgesetzt wird, deutlich interessanter. Die Selektivitat ist der Spezifitdt im Grundgedanken sehr
ahnlich, jedoch mit dem gro3en Unterschied, dass bei der Selektivitdt die Identifizierung aller
Komponenten der Mischung obligatorisch ist. Da vor allem mit den optimierten Methoden Gradient |
und Il Vakzinpeptidcocktails analysiert werden sollen, ist es bei diesen besonders wichtig
nachzuweisen, dass alle analysierten Peptide durch die Methode identifiziert werden kénnen. Deshalb
wurden fur diese Methoden die Spezifitdt einzelner Peptide und gleichzeitig die Selektivitat zur
Identifizierung aller Peptide untersucht. Es konnten alle Peptide der Vakzinpeptidcocktails 1710 und
1611 mit den Methoden Gradient Ill bzw. Gradient | und Il identifiziert werden, wodurch die Eignung
der Methoden fir die Auftrennung und Quantifizierung von Cocktails bestéatigt wurde (vgl. Abbildung
59 und Abbildung 60).
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Die Linearitat einer Analysenmethode beschreibt den Zusammenhang zwischen dem Messsignal und
der Konzentration des Analyten in der Probe. In der ICH-Richtlinie sind aber auch fir den Parameter
Linearitat keine konkreten Akzeptanzkriterien vorgeschrieben. Das Akzeptanzkriterium wurde
hauptsachlich Uber das Bestimmtheitsmald R? angegeben.

Bei der Residualanalyse wird der vertikale Abstand des Messwertes zur Regressionsgerade
berechnet. Wenn kein Muster zu erkennen ist, besteht zwischen den Daten eine lineare Beziehung.
Bei allen Residuen-Plots sind weder Muster noch Trends zu erkennen (vgl. Abbildungen im Anhang).
Die Verfahrensstandardabweichung driickt die Leistungsfahigkeit des Messverfahrens aus und lag bei
allen Methoden deutlich unter 1.0%. Die Analysenfehler der Methoden sind demnach sehr gering. Die
Gradient | Methode zeigte die beste Linearitat, wogegen die Gradient Ill Methode den schlechtesten
linearen Zusammenhang wiederspiegelte (vgl. Abbildung 62, Abbildung 64 und Abbildung 65). Das
kénnte an der Breite des Gradienten liegen. Bei den Methoden mit kurzen Gradienten (Gradient I, I,
XS15 EP) sind die linearen Zusammenhange eindeutiger als bei denen mit langeren Gradienten
(Gradient Ill, XS15_NP). Es konnte bei allen Methoden eine Abhangigkeit zwischen der Konzentration
des Analyten bzw. dem Injektionsvolumen und dem Messsignhal in Form der Peakflache mit
ausreichendem Bestimmtheitsmalf? hergestellt werden. Dies ist vor allem fir Quantifizierungen von
Wirkstoffen ausschlaggebend, um die Richtigkeit der Werte zu gewéhrleisten.

Die Richtigkeit beschreibt die Ubereinstimmung des erhaltenen Analysenwertes mit einem als richtig
akzeptierten Wert. Dieser Soll/Ist-Vergleich wurde in dieser Arbeit mit den selbst hergestellten
Eichpeptiden durchgefihrt (vgl. 2.2.4). Dabei wurde der Peptidgehalt (Ist-Wert) von Proben mit Hilfe
der Eichpeptide berechnet und mit dem Soll-Wert verglichen. Das selbst gelegte Akzeptanzkriterium
lag dabei bei £ 5% des Soll-Wertes. Bei allen Methoden konnte dieses Kriterium eingehalten werden
(siehe Tabelle 52) was eine ausreichende Richtigkeit der Analysen gewahrleistet.

Die Prazision ist ein Mal3 fur die Streuung der Analysenwerte innerhalb einer Serie. Sie stellt damit ein
Mal fir das Vorhandensein von zufélligen Fehlern dar. Da die Methoden nur vom Wirkstoffpeptidlabor
verwendet werden, wurde die Reproduzierbarkeit von anderen Laboren nicht untersucht. Es wurde die
Wiederholbarkeit (Wiederholprazision) und Laborprazision (Vergleichsprazision) untersucht.

Die Wiederholprézision beschreibt die Prazision einer analytischen Methode, die sich unter den
gleichen Bedingungen (gleiches Labor, gleicher Mitarbeiter, gleiches Analysengerét) innerhalb einer
kurzen Zeitspanne ergibt. Wie bei der Untersuchung der Prazision der einzelnen Methoden zu sehen
ist sind die Schwankungen, die durch das Analysengerét selbst verursacht werden, sehr gering (vgl.
Tabelle 53 und Tabelle 54). Diese Schwankungen koénnen durch den Injektor oder kurzzeitige
Flussschwankungen entstehen.

Die Laborprazision ermittelt Schwankungen einer Methode innerhalb eines Labors, die durch
Analysen an verschiedenen Tagen, Prifer und Gerate entstehen kdnnen. Auch der Effekt von
zufalligen Ereignissen bei der Untersuchung der Laborprazision war sehr gering (vgl. Tabelle 55 und
Tabelle 56).

Beim Vergleich der Wiederhol- und Laborprézision ist zu erkennen, dass der Einfluss des
Analysengerates auf die Retentionszeit und Peakflache kleiner ist als der Effekt von zufalligen
Ereignissen. Vor allem bei der Methode XS15 NP war ein deutlicher Effekt auf Analysen an
verschiedenen Tagen in Bezug auf die Peakflachen zu erkennen (vgl. Abbildung 67). Da bei dieser
Methode der breiteste Gradient von 10% bis 100% B gefahren wird, kénnte dies daflir verantwortlich
sein.

Die Akzeptanzkriterien hangen stark von den Forderungen der speziellen Fragestellung ab. Im
Pharmabereich wird in der Regel fir die Vergleichsprézision eine RSD < 2% verlangt, so sind in der
Umweltpolitik RSD-Werte von ca. 5% bis 10% und in der Medizin von 10% bis 20% durchaus
akzeptabel (Kromidas, 2011). In dieser Arbeit wurde fir alle Parameter ein Akzeptanzkriterium von
RSD < 2% des Hauptproduktes gesetzt und erfiillt.

Eine Unterscheidung der Wiederholprazision in System- und Methodenprézision wére genauer.
Dadurch wirde neben dem Einfluss des Analysengeréates selbst auch die Streuung, die durch alle
Schritte wahrend der Herstellung und Messung der Probe, durch z.B. Probennahme, Wéagung und
Verdunnung verursacht werden untersucht. Nur die Richtlinien der U. S. Food and Drug
Administration (FDA), welche sowohl firr die Uberwachung von Lebensmitteln als auch Arzneimitteln
in den Vereinigten Staaten gelten, unterscheiden zwischen der Systemprazision und der
Methodenprézision (CDER, 1994).
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In dieser Arbeit wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenze basierend auf der
Standardabweichung der Steigung der Kalibrierkurve ermittelt. Das zugrunde liegende mathematische
Modell und die Bestimmungsmethoden sind in der DIN 32645 beschrieben (DIN32645, 2008).

Dabei ist deutlich zu erkennen, dass mit der Steilheit eines Gradienten, auch die Nachweisgrenzen
und folglich auch die Quantifizierungsgrenze zunehmen. Die Methoden mit dem flachsten Gradienten
(Gradient | und 1) weisen mit 0.003 mg/ml zwar die geringste LOD und LOQ auf, trotzdem ist kein
linearer Zusammenhang gegeben. Gradient Il weist mit 0.009 mg/ml bei einer Steigung von 5.1% pro
Minute eine geringere LOD als XS15 NP (3.6%/min, 0.010 mg/ml) auf (vgl. Tabelle 58). Demnach
hangt die Nachweisgrenze nicht nur von der Steilheit, sondern auch von der Breite des Gradienten ab.
Innerhalb einer Methode nimmt die Nachweisgrenze mit zunehmender Adsorptionseigenschaft des
Peptids ab (vgl. Tabelle 57 und Tabelle 58).

Die Grenzen des Arbeitsbereiches werden durch die Anforderungen des Anwendungszweckes einer
Methode bestimmt und in der Regel aus der Linearitat abgeleitet. Dabei gibt die ICH-Richtlinie Q2(R1)
Bereiche vor, welche mindestens betrachtet werden sollten. Fur Gehaltshestimmungen (Arzneimittel,
Fertigprodukte) sollten 80 bis 120% der zu erwartenden Konzentration abgedeckt sein. Dieser Bereich
wurde fur alle Methoden eingehalten und fur die optimieren Methoden Gradient | und Il sogar auf 70%
bis 130% erweitert. Da bei den produktspezifischen Methoden nur das Produkt XS15 analysiert
werden soll, ist der Arbeitsbereich, auf den Gehalt bezogen, dementsprechend enger gesetzt als bei
den allgemeinen Methoden (vgl. Tabelle 59). Dafiir ist der Bereich der Injektionsvolumina am
breitesten, da z.B. in Vakzinpeptidcocktails die Konzentration von XS15 relativ gering ausfallt. Um
eine ausreichende Detektion von XS15 zu gewahrleisten, muss eine Variation der Injektionsvolumina
je nach Konzentration gegeben sein. Fir die allgemeinen Methoden muss der Arbeitsbereich in Bezug
auf den Gehalt ausreichend abgedeckt sein, um die Analyse der diversen Peptide gewahrleisten zu
kénnen. Ein zu grol3es Injektionsvolumen hat einen breiten Losungsmittelpeak zur Folge, der bei der
Auswertung hinderlich sein kann. Auflerdem kann das Ldsungsmittel DMSO der Saule schaden,
weshalb davon keine grolen Mengen auf einmal injiziert werden sollten. Alle Arbeitsbereiche liegen
deutlich Uber den Quantifizierungsgrenzen und erfilllen die Anforderungen an die Linearitat, Prézision
und Richtigkeit. Grundsatzlich gelten Analysenergebnisse nur als valide, wenn sie im bei der
Validierung der Methode festgelegten Arbeitsbereich gemessen wurden.

Da die Robustheit die Stoéranfalligkeit unter geringfligigen, aber erlaubten Abweichungen und damit
die Zuverlassigkeit einer Methode im Routinebetrieb widerspiegelt, wurde sie im Umfang dieser Arbeit
eingehend untersucht. In der ICH Richtlinien stellt sie zwar keinen Parameter der Validierung dar, es
wird aber empfohlen, sie wahrend der Methodenentwicklung zu untersuchen. Fir die
Chromatographie werden dabei sogar konkrete Beispiele, wie verschiedene Trennsaulenchargen,
Variation der Temperatur oder Flussrate, genannt. In dieser Arbeit wurde dabei nur der Einfluss der
maximal abweichenden Temperatur und der variierenden Probenmatrix untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Saulentemperatur einen starken Einfluss auf die Retentionszeiten der Proben
aufweist und die Probenmatrix eine eher untergeordnete Rolle spielt (vgl. Tabelle 60 und Tabelle 61).
Dabei war zu erkennen, dass bei hohen Saulenofentemperaturen bereits Abweichungen von + 2°C
knapp an die Akzeptanzkriterien heranreichen, wéhrend niedrigere Temperaturen mehr Spielraum
zulassen (siehe Tabelle 60). Bei Erhéhung der Soll-Saulenofentemperaturen eluierten die Peptide
friher und die Retentionszeiten nahmen ab, bei Erniedrigung der Soll-Saulenofentemperatur war das
Gegenteil zu sehen (vgl. Abbildung 69). Die Probentemperatur hatte dabei weder grof3en Einfluss auf
die Retentionszeiten, noch auf die Peakflachen. Aufgrund der unterschiedlichen
Saulenofentemperaturen der optimierten Methode kann es in der Routine durchaus vorkommen, dass
die Soll-Temperaturen bei einem Methodenwechsel nicht sofort erreicht werden. Deswegen war es
wichtig, den Einfluss von Temperaturdnderungen zu untersuchen. Da vor jeder Analyse jedoch ein
Leerlauf programmiert ist, ist dessen Laufzeit ausreichend, um fiir die Probenanalyse die Soll-
Temperatur zu erreichen.
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4.4 Vergleich des analytischen Verhaltens der Peptide in
verschiedenen Systemen

Ein Vergleich des analytischen Verhaltens von Peptiden war innerhalb eines Systems gut méglich,
gestaltete sich zwischen zwei unterschiedlichen Systemen jedoch als schwierig.

Im ersten Teil wurden die Retentionszeiten von Peptiden, welche mit zwei verschiedenen Saulen mit
entsprechenden angepassten Methoden analysiert wurden, genauer betrachtet. Dabei konnte ein
linearer Zusammenhang hergestellt werden (siehe Abbildung 71). Ein Vergleich der Retentionszeiten
war demnach gut moglich. Die beobachteten Elutionsumkehrungen sind auf die
Temperaturunterschiede der Methoden zurtick zu fuhren. Die Séaulenofentemperatur der Methode
QC_WP betragt 30°C, wohingegen bei Gradient Ill die Peptide bei 50°C analysiert werden. Dabei
waren die Unterschiede zwischen den Sé&ulen und vor allem zwischen den Methoden sehr gering
(siehe Tabelle 63).

Im zweiten Teil wurden verschiedene Methoden auf verschiedenen analytischen Systemen
miteinander verglichen. Dabei gab es deutlich mehr Unterschiede als Gemeinsamkeiten (siehe
Tabelle 64 und Tabelle 65). Ein Vergleich der Retentionszeiten war dementsprechend schwierig. Es
konnten allerdings deutliche Trends zwischen den Methoden erkannt werden (siehe Abbildung 72).
Das Trennprinzip bleibt beiden Systemen das gleiche, allerdings sind viele Parameter die einen
Einfluss auf das Elutionsverhalten haben, wie die Saulendimension oder Temperatur, zu
unterschiedlich, um direkte Zusammenhange aufzuzeigen. Die unterschiedliche Ausrichtung der Saule
hat dabei keinen Einfluss auf die Elution der Peptide. Da die Analysen unter hohem Druck ablaufen,
ist die Orientierung der Saule im System zu vernachléassigen. Die Elutionsumkehrungen kdnnen dabei
von vielen verschiedenen Faktoren abhangen und lassen sich nicht endglltig zuordnen. Bei der
Gradientenelution kann zum Beispiel die Saulenlange, der Fluss oder die Temperatur die Selektivitat
und Elutionsreihenfolge  beeinflussen  (Kromidas, 2017). Eine andere Erklarung der
Elutionsénderungen ist der Unterschied im Verweilvolumen (dwell volume) der Systeme. Das ist das
Volumen vom Ort der Mischung der Losungsmittel bis zum Eintritt in die Saule (Meyer, 2009). Dieses
kann abhangig vom Geratedesign - Volumen des Mischventils und der Autosampler-Schleife - sehr
unterschiedlich sein. Dabei kann es zu kleinen Verschiebungen der Retentionszeit bis hin zur
Anderung der Selektivitat, der Auflésung, der Peakform und der Elutionsreihenfolge kommen (Dolan
et al., 1998). Die Retentionszeiten der verschiedenen Methoden konnten aufgrund von Tendenzen
gegenubergestellt werden, lassen sich aber wegen der vielen Unterschiede nur zur Orientierung
vergleichend heranziehen.
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Anhang

Gradient |

Tabelle 0.1: Test Spezifitat, Gehalt und Verunreinigungen.
Peptid 175092, 10 Laufe, RT in min, Area in mAU, Berechnung von MW, ¢ und RSD nach 1.4.1.

175092 RT Area %Area RT NP Area NP %Area NP
Lauf 1 15.07 6944 93.13 15.50 414 5.55
Lauf 2 15.15 6992 93.18 15.59 414 5.52
Lauf 3 15.40 6958 93.11 15.81 406 5.43
Lauf 4 15.18 6998 93.86 15.62 382 5.13
Lauf 5 15.34 6955 94.17 15.78 361 4.88
Lauf 6 15.03 6988 93.45 15.46 393 5.26
Lauf 7 15.06 7000 93.12 15.47 405 5.39
Lauf 8 14.95 6980 93.57 15.36 400 5.36
Lauf 9 14.93 6979 93.63 15.36 408 5.47
Lauf 10 15.04 7000 93.63 15.48 403 5.39
MW 15.12 6979 93.49 15.54 399 5.34
0 0.16 19.32 0.34 0.16 15.49 0.19
RSD 1.03% 0.28% 0.36% 1.01% 3.89% 3.60%

Tabelle 0.2: Test Selektivitat, Vakzinpeptidcocktail 1820.
Drei Laufe, Identifizierung Gber die RT, RT in min, Berechnung von MW, o und RSD nach 1.4.1.

Code RT RTVPC1 RT VPC 2 RT VPC 3 MW + o RSD

CLL22 8.27 8.34 8.41 8.39 8.35+0.05 0.65%
CLL20 8.97 9.01 9.08 9.04 9.03+0.04 0.45%
CLL18 11.85 11.87 11.95 11.90 11.89+0.04 0.32%
161010 12.95 12.96 13.03 13.00 12.99+0.03 0.25%
151309 13.58 13.54 13.61 13.58 13.58+0.02 0.18%
CLL21 13.91 13.90 13.96 13.93 13.93+0.02 0.16%
161021 14.32 14.27 14.32 14.29 14.30+0.02 0.15%
151304 15.09 15.09 15.13 15.10 15.10+0.02 0.11%
151314 16.49 16.58 16.62 16.60 16.57 +0.05 0.30%
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Tabelle 0.3: Test Wiederholbarkeit 3.

Es wurde das Peptid 185213 zwo6lfmal (3x4 Laufe) analysiert. RT in min, Area in mAU, Berechnungen nach 1.4.1.

185213 RT Area % RT MW = o Area MW + o %Area MW + o
RSD RSD RSD

Lauf 1 11.88 7584 100.00

Lauf 2 11.87 7596 100.00 Lauf1-4 Lauf1-4 Lauf1-4

Lauf 3 11.86 7579 100.00 11.88 +0.01 7589 + 7.46 100.00 +£0.00

Lauf 4 11.89 7596 100.00 0.09% 0.10% 0.00%

Lauf 5 11.88 7598 100.00

Lauf 6 11.89 7596 100.00 Lauf5-8 Lauf5-8 Lauf5-8

Lauf 7 11.90 7587 100.00 11.89 +0.01 7592 £ 5.05 100.0 +0.00

Lauf 8 11.89 7587 100.00 0.06% 0.07% 0.00%

Lauf 9 11.90 7592 100.00

Lauf 10 11.88 7591 100.00 Lauf9 - 12 Lauf9 - 12 Lauf9 - 12

Lauf 11 11.90 7585 100.00 11.90 +0.01 7592 £5.34 100.00 £0.00

Lauf 12 11.91 7600 100.00 Laufl-4 Laufl-4 Laufl-4

MW 11.89 7591 100.00

ts 0.01 6.24 0.00

RSD 0.11% 0.08% 0.00%

Gradient Il

Tabelle 0.4: Test Selektivitat, Vakzinpeptidcocktail 1401.
Drei Laufe, Identifizierung Gber die RT, RT in min, Berechnung von MW, o und RSD nach 1.4.1.

Code RT RTVPC 1 RT VPC 2 RT VPC 3 MW * o RSD

GRI2 7.08 7.17 7.19 7.16 7.15+0.04 0.59%
NLGN4X 9.38 9.37 9.39 9.38 9.38+0.01 0.08%
USP11 10.11 10.10 10.12 10.09 10.11+0.01 0.11%
PTP12 10.91 10.91 10.93 10.90 10.91+0.01 0.10%
HBV1 11.25 11.28 11.30 11.27 11.28+0.02 0.16%

Tabelle 0.5: Test Linearitat, 185223mit Gradient II.
Jeweils Drei Laufe, 7 verschiedene Injektionsvolumina, Area in mAU, Injektionsvolumen in pl, Menge m in pg.

Injektionsvolumen m Area l Area 2 Area 3 MW * o RSD

1.3 1.3 826 822 825 824 + 2 0.21%
25 25 1800 1802 1806 1803 +3 0.14%

5 5 3661 3666 3661 3663 + 2 0.06%
10 10 7091 7090 7088 7090+ 1 0.02%
20 20 13446 13409 13424 13426 + 15 0.11%
30 30 19646 19664 19668 19659 + 10 0.05%
40 40 26261 26342 26347 26317 £ 39 0.15%
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Abbildung 0.1: Graphische Darstellung der Linearitaten der Methode Gradient II.
Mengenbereich von 0.05 ug bis 30 pg und Injektionsvolumina von 1.3 pl bis 40 pl mit nebenstehenden

Residuenplot.

Tabelle 0.6: Test Wiederholbarkeit 3.
Es wurde das Peptid 185231 zwdlfmal (3x4 Laufe) analysiert. RT in min, Area in mAU, Berechnungen nach 1.4.1.

8o

185031 RT Area % RT MW + o AreaMW+to  %AreaMW o
RSD RSD RSD

Lauf 1 12.39 8161 100.00

Lauf 2 12.37 8106 100.00 Lauf1-4 Lauf1-4 Lauf1-4

Lauf 3 12.41 8161 100.00 12.38 £0.02 8142 + 22.48 100.00 +0.00

Lauf 4 12.36 8140 100.00 0.16% 0.28% 0.00%

Lauf 5 12.33 8169 100.00

Lauf 6 12.35 8127 100.00 Lauf5-8 Lauf5-8 Lauf5-8

Lauf 7 12.31 8153 100.00 12.32+0.02 8154 + 16.39 100.0 +0.00

Lauf 8 12.29 8165 100.00 0.18% 0.20% 0.00%

Lauf 9 12.35 8155 100.00

Lauf 10 12.32 8140 100.00 Lauf9 - 12 Lauf9 - 12 Lauf9 - 12

Lauf 11 12.31 8160 100.00 12.33+0.01 8151 + 7.63 100.00 £0.00

Lauf 12 12.32 8147 100.00 0.12% 0.09% 0.00%

MW 12.34 8149 100.00

s 0.03 17.36 0.00

RSD 0.28% 0.21% 0.00%
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Gradient Il

Tabelle 0.7: Test Spezifitat, Gehalt und Verunreinigungen.
Peptid 182015, 10 Laufe, RT in min, Area in mAU, Berechnung von MW, ¢ und RSD nach 1.4.1.

182015 RT Area %Area RT NP Area NP %Area NP
Lauf 1 10.33 7178 93.91 11.33 466 6.09
Lauf 2 10.32 7134 93.89 11.32 464 6.11
Lauf 3 10.32 7161 93.90 11.32 465 6.10
Lauf 4 10.32 7117 93.91 11.32 462 6.09
Lauf 5 10.31 7116 93.90 11.31 462 6.10
Lauf 6 10.31 7169 93.91 11.32 465 6.09
Lauf 7 10.31 7173 93.89 11.31 467 6.11
Lauf 8 10.32 7149 93.90 11.32 464 6.10
Lauf 9 10.32 7157 93.89 11.32 465 6.10
Lauf 10 10.32 7167 93.92 11.32 464 6.08
MW 10.32 7152 93.90 11.32 464 6.10
to 0.01 21.43 0.01 0.01 1.50 0.01
RSD 0.06% 0.30% 0.01% 0.05% 0.32% 0.16%

Tabelle 0.8: Test Selektivitat, Vakzinpeptidcocktail 1812.

Drei Laufe, Identifizierung Gber die RT, RT in min, Berechnung von MW, o und RSD nach 1.4.1.

Code RT RT VPC 1 RT VPC 2 RT VPC 3 MW + s RSD
CLL22 6.56 6.53 6.55 6.54 6.55+001 0.17%
CLL20 6.72 6.72 6.74 6.73 6.73+0.01 0.12%
CLL7 7.55 7.54 7.55 754 755+0.00 0.07%
CLL18 7.59 7.57 7.59 758 758+0.01 0.11%
162051 8.06 8.04 8.05 8.04 8.05+0.01 0.10%
CLL21 8.47 8.45 8.47 846 8.46+0.01 0.10%
182010 8.53 8.51 8.52 851 852+0.01 0.10%
CLL6- 8.86 8.87 8.89 8.88 8.88+0.01 0.13%
CLL10 9.34 9.33 9.35 9.34 9.34+0.01 0.08%
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Tabelle 0.9: Test Linearitat, 185081 mit Gradient III.
Jeweils drei Laufe, 16 verschiedene Konzentrationen, Area in mAU, Konzentration ¢ in mg/ml, Menge m in ug.

c m Areal Area 2 Area 3 MW * o RSD
0.05 1 672 672 672 6720 0.00%
0.10 2 1383 1389 1382 1385+ 3 0.22%
0.20 4 2767 2763 2750 2760 + 7 0.26%
0.30 6 4082 4082 4081 4082 + 0 0.01%
0.40 8 5358 5358 5358 5358 £ 0 0.00%
0.50 10 6691 6691 6692 6691 + 0 0.01%
0.60 12 7886 7886 7886 7886 £ 0 0.00%
0.70 14 9157 9158 9157 9157+ 0 0.01%
0.80 16 10299 10298 10194 10264 + 49 0.48%
0.90 18 11471 11470 11471 11471 +0 0.00%
1.001 20 12709 12702 12709 12707 + 3 0.03%
1.10 22 13731 13731 13734 13732+ 1 0.01%
1.20 24 14841 14831 14850 14841 + 8 0.05%
1.30 26 15964 15958 15779 15900 * 86 0.54%
1.40 28 16809 16810 16801 16807 = 4 0.02%
1.50 30 18215 18214 18152 18194 + 29 0.16%

Tabelle 0.10: Test Linearitat, 122028 mit Gradient Ill.
Jeweils Drei Laufe, 6 verschiedene Injektionsvolumina, Area in mAU, Injektionsvolumen in pl, Menge m in pg.

c m Areal Area 2 Area 3 MW * o RSD
2.5 25 1542 1538 1529 1536 £ 5 0.35%
5.0 5 2978 2983 2997 2986 + 8 0.27%
10.0 10 5899 5902 5892 5898 + 4 0.07%
20.0 20 11302 11299 11363 11321 + 30 0.26%
30.0 30 16418 16403 16396 16406 + 9 0.06%
40.0 40 21309 21213 21242 21255 + 40 0.19%
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Abbildung 0.2: Graphische Darstellung der Linearitaten der Methode Gradient Ill.
Mengenbereich von 1 pg bis 30 pg und Injektionsvolumina von 2.5 pl bis 40 pl mit nebenstehenden Residuenplot.

Tabelle 0.11: Test Wiederholbarkeit 3.
Es wurde das Peptid 185099 zwdlfmal (3x4 Laufe) analysiert. RT in min, Area in mAU, Berechnungen nach 1.4.1.

185099 RT Area % RT MW = o AreaMW+to  %Area MW * o
RSD RSD RSD

Lauf 1 9.04 4078 99.28

Lauf 2 9.03 4077 99.29 Lauf1-4 Lauf1-4 Lauf1-4

Lauf 3 9.03 4077 99.29 9.04 £ 0.00 4071 + 0.50 99.29 +0.00

Lauf 4 9.04 4078 99.29 0.06% 0.01% 0.00%

Lauf 5 9.01 4077 99.30

Lauf 6 9.02 4079 99.30 Lauf5-8 Lauf5-8 Lauf5 -8

Lauf 7 9.02 4076 99.29 9.02+£0.01 4077 +1.09 99.29 +0.01

Lauf 8 9.04 4077 99.27 0.12% 0.03% 0.01%

Lauf 9 9.03 4078 99.26

Lauf 10 9.03 4077 99.27 Lauf9 - 12 Lauf9 - 12 Lauf9 - 12

Lauf 11 9.01 4076 99.29 9.03+0.01 4088 + 0.83 99.28 + 0.01

Lauf 12 9.03 4078 99.29 0.10% 0.02% 0.01%

MW 9.03 4077 99.29

ts 0.01 0.85 0.01

RSD 0.11% 0.02% 0.01%
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XS15_EP

Tabelle 0.12: Test Spezifitat, Gehalt und Verunreinigungen.
XS15, 10 Laufe, RT in min, Area in mAU, Berechnung von MW, o und RSD nach 1.4.1.

RT Area %Area RT Area NP1 %Area RT Area % NP2
NP1 NP1 NP2 NP2

Lauf 1 8.71 4047 99.66 8.24 5 0.12 8.38 9 0.22
Lauf 2 8.71 4011 99.79 8.23 5 0.11 8.37 4 0.10
Lauf 3 8.71 4039 99.74 8.17 6 0.14 8.32 5 0.12
Lauf 4 8.72 4038 99.69 8.17 6 0.17 8.32 6 0.14
Lauf 5 8.71 4013 99.69 8.16 7 0.18 8.32 6 0.14
Lauf 6 8.72 3974 99.71 8.17 6 0.14 8.33 6 0.15
Lauf 7 8.72 4042 99.80 8.17 4 0.10 8.39 4 0.10
Lauf 8 8.69 3828 99.52 8.15 7 0.19 8.31 11 0.28
Lauf 9 8.71 4010 99.82 8.15 5 0.12 8.38 2 0.06
Lauf 10 8.72 3998 99.77 8.17 6 0.14 8.34 4 0.09
MW 8.71 4000 99.72 8.18 6 0.14 8.35 6 0.14
t0 0.01 61.31 0.08 0.03 0.9 0.03 0.03 2.49 0.06
RSD 0.10% 1.53% 0.08% 0.36%  15.79% 20.42% 0.35% 43.72 44.38%

Tabelle 0.13: Test Linearitat, XS15 mit XS15 _EP.
Jeweils drei Laufe, 13 verschiedene Konzentrationen, Area in mAU, Konzentration ¢ in mg/ml, Menge m in pg.

c m Area l Area 2 Area 3 MW t o RSD
0.0025 | 0.125 79 78 78 78+ 1 0.60%
0.0050 | 0.250 148 147 149 148 +1 0.55%
0.0100 | 0.500 323 323 323 323+0 0.00%
0.0200 | 1.000 876 877 877 877 +1 0.05%
0.0400 | 2.000 1857 1860 1866 1861 + 4 0.20%
0.0600 | 3.000 2869 2878 2876 2874 + 4 0.13%
0.0800 | 4.000 3848 3808 3781 3812 + 28 0.72%
0.1000 | 5.000 4873 4884 4896 4884 + 9 0.19%
0.1200 | 6.000 5578 5562 5578 5573 + 8 0.14%
0.1400 | 7.000 6539 6543 6487 6523 + 26 0.39%
0.1600 | 8000 7422 7421 7434 7426 + 6 0.08%
0.1800 | 9.000 8383 8374 8329 8362 + 24 0.28%
0.2000 | 10.000 9360 9348 9362 9357 + 6 0.07%
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Tabelle 0.14: Test Linearitat, XS15 mit XS15_EP
Jeweils Drei Laufe, 5 verschiedene Injektionsvolumina, Area in mAU, Injektionsvolumen in pul, Menge m in ug.

c m Area l Area 2 Area 3 MWt o RSD
30 3 2432 2418 2410 2420+ 9 0.38%
40 4 3218 3228 3204 3217 £10 0.31%
50 5 3953 3941 3938 3944 £ 6 0.16%
60 6 4778 4761 4782 4774 £ 9 0.19%
70 7 5538 5536 5524 5533+ 6 0.11%
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Abbildung 0.3: Graphische Darstellung der Linearitaten der Methode XS15_ EP.
Mengenbereich von 0.125 pg bis 10 pg und Injektionsvolumina von 30 pl bis 70 pul mit nebenstehenden
Residuenplot.
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XS15_NP

Tabelle 0.15: Test Selektivitat, Vakzinpeptidcocktail 1916.
Drei Laufe, Identifizierung tGber die RT, RT in min, Berechnung von MW, ¢ und RSD nach 1.4.1.

RT RT RT RT RT RT
Code RT wpc1 wvpc2 vpc3 vpca vpcs vpce MW*s — RSD
HCVl | 2.33 2.38 2.37 2.37 2.36 237 238 237+002 067%
FAD2 6.37 6.37 6.36 6.36 6.35 637 638 637+001 0.14%
CSR1 | 6.93 6.94 6.93 6.93 6.93 6.93 694 6.93+000 0.07%
CRB1 | 8.44 8.45 8.44 8.43 8.45 8.45 846 845+001 0.11%
SEZ1 8.79
8.86 8.85 8.84 8.86 8.85 886 8.84+002 0.26%
sMc1 | 8.86
DCA1 |1013 1014 1014 1012 1014 1013 1014 10.13+0.01 0.07%
ASP2  |10.69
10.74 1073 1072 1074  10.73 1075 10.73+0.02 0.17%
poc2 |10.73
ELO1 |1293 1294 1293 1293 1294 1293 1294 12.93+0.00 0.04%
XS15 |27.59 2753 2752 2753 2755 2754 2754 27.54+0.02 0.08%

Tabelle 0.16: Test Linearitat, XS15 mit XS15_NP.
Jeweils drei Laufe, 13 verschiedene Konzentrationen, Area in mAU, Konzentration ¢ in mg/ml, Menge m in pg.

c m Area l Area 2 Area 3 MW t o RSD
0.0025 | 0.125 81 79 80 80+1 1.02%
0.0050 | 0.250 126 124 125 125+1 0.65%
0.0100 | 0.500 314 314 314 314+0 0.00%
0.0200 | 1.000 887 885 886 886 + 1 0.09%
0.0400 | 2.000 1927 1905 1917 1916 + 9 0.47%
0.0600 | 3.000 2949 2884 2910 2914 + 27 0.92%
0.0800 | 4.000 3947 3932 3952 3944 +9 0.22%
0.1000 | 5.000 4877 4876 4867 4873 +5 0.09%
0.1200 | 6.000 5714 5712 5711 5712 +1 0.02%
0.1400 | 7.000 6758 6700 6726 6728 + 24 0.35%
0.1600 | 8.000 7695 7683 7688 7689 5 0.06%
0.1800 | 9.000 8606 8478 8673 8586 + 81 0.94%
0.2000 | 10.000 9682 9592 9621 9632 + 38 0.39%
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Tabelle 0.17: Test Linearitat, XS15 mit XS15_NP
Jeweils Drei Laufe, 5 verschiedene Injektionsvolumina, Area in mAU, Injektionsvolumen in pl, Menge m in ug.

c m Area l Area 2 Area 3 MWt o RSD
30 3 849 844 843 845+ 3 0.31%
40 4 1079 1038 1067 1061 + 17 1.62%
50 5 1322 1309 1329 1320+ 8 0.63%
60 6 1649 1628 1637 1638 £ 9 0.53%
70 7 1834 1840 1823 1832 £ 7 0.38%
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Abbildung 0.4: Graphische Darstellung der Linearitaten der Methode XS15_NP.
Mengenbereich von 0.125 pg bis 10 pug und Injektionsvolumina von 30 pl bis 70 pl mit nebenstehenden
Residuenplot.
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