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1. Einleitung

1.1. Antibiotika Resistenz und marine Organismen

In den spaten 196er- und frihen 1970edahren wurde angenommen, dass
Infektionskrankheiten aufgrund des hdchst erfolgreichen Einsatzes von antimikrobiellen
Arzneimitteln nahezu ausgerottetvorden waren. Dies stellte sich aber als schwerer
Irrtum heraus, da Mikroorganisme0 danach durchBildung unterschiedlicher
Resistenzmechanismeaine gréf3ere Bedrohung denn je darstellddeutzutage sind
Infektionskrankheiten die dritthaufigste Todesursache in den USA und die zweithaufigste
weltweit. Fir die meisten dieser Félle sincwirksame antimikrobielle Arzneimittel
verantwortlich, und die Resistenz mancher Bakterien und Pilze gegen diese Wirkstoffe
stellt in unserer Gesellschaft ein ernsthaftBsoblem darAus diesem Grund besteht ein
grofRer Bedarf an neuen antimikrobiellen W&toffen.[1]

Die Suche nach neuen, unkonventionellen Vorkommen fir bioaktive Naturprodukte hat
die Meere als attraktives Feld hervorgebracht. Die enorme Biodiversitat von marinen
Organismen stellt einen Grund fir das Interesse an den Ozeanef2ar.

Im Gegensatz zusehr gut untersuchten terrestrischen Flora und Faugeat das marine
Habitat im letzten Jahrhundert als chemisch nahezu unerfordghtdie Erdoberflache

von mehr als 70% Wasser bedeckt ist, liegt in den Ozeanen die hdchste Artenvielfalt von
Organismen fast aller Stdmme vor. Die fur die Pharmaindustrie relevanten Naturstoffe
aus marinen Organsimekommenaber nur in sehr geringen Konzentrationen vor, daher
ware fur eine Vermarktung ein massiver Abbau von Noten. Um dem entgegenzuwirken,
ware oAquafarmingi eine Mdoglichkeit, bei der gezielt benétigte Organismen gehaltert
und nach Bedarf verarbeitet werden kénng8]

Die in verschiedenen Studiemntersuchten isolierten Naturstoffe aus marinen
Organsimen zeigen eine Vielfalt von Wirkungsspektrenoon denen sich die
antibakteriellen, antinflammatorischen, zytotoxischen, fungiziden und

immunsuppressiven als potentielle Pharmdkigenschaftemesonders hervortun4]

1.2. Anthrachinone

Die chemische Gruppe der Anthrachinone beschreibt pflanzliche AntmHeevate mit

dem gemeinsamen Strukturmerkmal i8hydroxyanthron und zeigt eine Vielfalt von

1



pharmakologischen Wirkungen wie abflihrend, antiarthrotisch, antidepressiv und

zytotoxisch. p]

Abb. 1: 1,8Dihydroxyanthron(www.pharmawiki.at, 13.04.2014)

Altersolanol A zeigt als Naturprodukt aus dem endophytischen Pilz Stemphylium
globuliferum, der aus der in Marokko wachsenden Pflanze Mentha pulegium (Lamiaceae)
isoliert wurde, cytostatische cytotoxische, anti-inflammatorische und antimigrative
Aktivitat. [6]

Altersolanol A ist ein hydroxyliertes Tetrahydroanthrachinon, das neben anderen
isolierten Anthranoiderauch anti-angiogenetische Eigenschaften h&skann auch im
endophytischenPilz Alternaria sp. gefunden werdeAltersolanol Ahat an Ring C die
meisten Hgroxylgruppen im Vergleich zlen anderen AnthranoideMacrosporir(1)und
einem weiteren Tetrahydroanthrachingd) (vgl. Abb.2)und wurde deshalb als einzige
Verbindung fur weitere Studien selektiert, da die Anzaldr Hydroxylgruppen
ausschlaggebend fur die Aktivitat ist] [

OH O OH

macrosporin (1) altersolanol (2)

4,5-tetrahydroxy-7-methoxy-2-methyl-

1,2
1,2,3,4-tetrahydroanthracene-9,10-dione (3)

Abb. 2: Isolierte Anthranoide aus Alternaria sffPompeng P., Sommit D., Sriubolmas N., 2013)
Die Frma SealLifePharmaGmbHaus Tulln in Niederésterreich hat sielts innovatives
BiotechnologieUnternehmen auf marine Organismespezialisiertund fokussiert die
Entdeckung und Entwicklgnvon neuen biaktiven marinen Stoffen. SealLife Pharma
GmbH synthetisiert AnthrachinofDerivate, deren Vorbilder aumarinen Organsimen
stammen.[8]
Die Firma hat neue Anthrachindderivate nach dem Vorbild der Altersolasidmilie

hergestellt, isoliert nd charakterisiert.[9]
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1.2.1. Doxorubicin
Seit mehreren Jahrzehnten werden unter anderem auch Anthrachinone als wirksame
Chemotherapeutika in der Krebstherapie eingesetzt. Bekannte Mediktemaus dieser
Gruppe sind diestrukturell sehr &hnlichen Wirkstoffe Daobubicin, Daunorubicin,
Idarubicin und Epirubini die gegen eine Vielzahl von Tumosengesetzt werden9]
Doxorubicin ist chemisch gesehen ein Anthracy¢imthrachinonDerivat) und wird
therapeutisch als Krebstherapeutikum gegen maligne Tumore estifeer Gebrauch
wird allerdings durch cardiotoxische Nebenwirkungen limitiert. Der cytotoxische Effekt
von Doxorubicin ist awrch Interkalation mit der DNAInd Topoisomerasdd Hemmung
gegeben[10]

Nz
HO

oH 0O

Doxorubicin

Abb. 3: Strukturformel Doxorulicin (www.pharmawiki.at, 13.04.2014)

Da Doxorubicin ein etabliertes Anthrachinomst und als Zytostatikum zum
therapeutischenEinsatz kommt sind dessen Daten hinsichtlich pharmakokinetischen
Voruntersuchungen bekannt. Dahdiente diese Arzneistoff imRahmen dieser Arbeit
als Modellsubstaz bei der Versuchsdurchfihrungr wurdegenausowie die restlichen

Proben behandelt.

1.3. Plasmaproteirindung
Die Pharmakokinetik als pharmakologische Teildisziplin beschéftigt sich enit d
mathematischen Beschreibuag des zeitlichen Verlaufs von Arzneistoffen im Korper
unter Verwendung des ADMModells. Die pharmakokingschen Vorgange, die im
ADMEModell zusammengefasst werden, sind folglich: Absorption, Distribution

(Verteilung), Metabolismus und Exkretidfl]



Wenn en Arzneistoff vom Koérpeabsorbiert wird, unteiliegt er verschiedenen Transpert
Prozessen, die ihn zu anderen Komnegionen abseits der Absorptionsstelle befordern.
Man spricht von ArzneistoWerteilung, der Distribution, die von unterschiedlichen
Paranetern abhangt und dafir verantwortlich ist, dass sich die Konzentration des
vorliegenden Pharmakons &ndert. Vornehmlich wird der Arzneistoff diealBlutfluss in
verschiedene GewebheOrganeund Flissigkeiten des Korpers vertelllie Parameter,
welche de Distribution beeinflussen, sind:

1 Die KorpetGewebs Eigenschaften, die die Perfusion betreffen: eine héhere
Durchblutung ermdglicht auch eine schnellere Verteilung, sowie eine schnellere
Gleichgewichtseinstellung von Amnd Abfluten des Arzneistoffes ibetreffenden
Kompartiment.

9 Unterschiedliche Krankheitszustande

71 Die Lipophilie des Arzneistoffes: Eine Steigerung der Fettldslichkeit ermdglicht
eine hohere Verteilung ins Fettgewebe.

1 Unterschiedliche physiologische pMerte

1 Das Ausmal der ProteBindung

Umdie Konzentration des Arzneistoffs im Kérper zu messen, wird meistotizentration

im Blutplasmaherangezogen, wohlwissend, dass diese nicht reprasentativ fir andere
Gewebsregionen giltig ist.

Ein wichtiger EinflusBaktor fir die Distribution ist diBindung des Arzneistoffe an das
Gewebe, wie Nukleif NdzZNBSy dzyR ! ¢t X dzyR +y tNRWSAYySS
azides Glykoprotein und Lipoproteingés ist der ungebundene oder freie Anteil, der das
Plasma verlasst und wirken kann. Dieser Anteil karon W0 bis >99% der
Arzneistoffkonzentration betragen und ist eine Substapezifische KenngréfRe. An
Plasmaproteine gebundene Arzneistoffe kdnnen nicht pharmakologisch wirken, erst
durchAb-dissoziiererwird das Pharrakon aktiv und kann seine Wirkung entéa. [12]

Plasma ist der flissige Anteil des Blutes ohne zellulare BestandbedeBindung an
PlasmaProteineist elektrostatisch, hydropholgeschieht sehr schnell und ist reversibel.
5AS @S NENiESIANS Ga RAS A S Ninet SEtRgng eaicBen Abhafiglg

von Alter und Krankheit kann sich Bindumgich stark &ndern. Die Bindung an

Plasmaproteine kann die Pharmakokinetik des Arzneistoffes stark beeinfl&8¢n



Alphal-azidesGlykoproteinund Albumin sind die zwei wichtigsten arzneistofftlenden
Proteine im Plasma. Sowohl saure als auch basische Arzneistoffe binden an Albumin,

wahrendalpha-1-azides Glykoproteinur die Bindung an basische Partner zditj#)

1.3.1. Human Serum Albumig HSA
Human Serum Albumin (HSA) ist das Protein im mensehliehasma mit der hdchsten
Konzentration, von etwa 480g/L.Eswird in der Leber gebildaind ist ein hydrophiles,
nicht-glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 55,6 kDa. In seiner
Hauptfunktion agiert HSA als RegulaRyotein fur den Plasmkolloidosmotischen Druck
sowieals Carrier fur vie exe und endogene Metaboliteind ArzneistoffeHuman Serum
Albumin macht 60% der gesamten Plasmaproteine aus und seine Blutspiegel sind im
Vergleich zu AGP stabilg¢t5]
HSA verkdrpert den wichtigstenTrager fir Fettsauren und beeinflusst die
Pharmakokinetik von vielen Arzneistoffelasist ein wertvoller Biomarker fur zahlreiche

Krankheiten, wigheumatoideArthritis, Ischamie und Krebserkrankunggl6]

Abb. 4: HSAkomplexgébunden mit Arachidonsaure
(http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1GNJ

1.3.2. Alpha *azides Glykoproteirg AGP
Dasauchim Plasma vorkommende-1-azide Glykoprotein (AGP) ist synonym zum akute
Phase Protein Orosmuco{@RM).Es handelt sich dabei um ein Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von etwa 40 kD&AGP wird sowohl in der Lely als auch in icht-
hepatischen Zellen, wie Granulozytemdi Endothelzellen gebildet. Beim gesunden

Menschen kommt AGP in einer Konzentration von ca. 0.77 g/L.Semme Konzentration
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ist bei hfektionen, Entzindungen und HKiserkrankungen erhoht. Da die AGP
Konzentration bei unterschiedlichen Krankheiten erhdtf &ndert sich dadurclauch

dessen Bindungskapazitat. [14]

Abb.5: AGPStruktur
(http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3KQO0

Auch durch den Gebrauch von Arzneistoffen oder wahrend der Schwangerschaft kann
sichdie AGFKonzentration betrachtlich anderra I &1-akide Glykoprotein fungiert als
Tragerprotein fir basische und neutraleophile endogene Stoffe wie Steroidhormone
oder Xenobiotika[17]

Die Interleukine 1 @1) und 6 (It6), sowieGlucocorticoide @hlen zu den starksten Stimuli

der AGP GefxpressionDie immun-modulatorische Funktion und Wirkurdges AGRst

auf den hohen Glykosylierungsgrad zuriickzufiihren. Uber den autokrinen und parakrinen
Signalweg istdas alpha dazide Glykoproteinin erster Lime in die Regulation der
Angiogenese involviert und konneuchdie Gefalisprossung von Tumoren beeinflussen.
[18]

1.4. Untersuchte Substanzen
Im Ramen der Diplomarbeit wurde dier&teinbindungan die Plasmaproteine HSA und
AGP von 14 neuen AnthrachineDerivaen und Doxorubicin.HCluntersucht. Die
Substanzenwurden, mit der Ausnahme von Doxorubicin.HEgn der Firma Sealife
PharmaGmbHsynthetisiert und bereitgestelltAls Vorbilder fur dise Strukturen diente

das bereits in den 1960er Jahren bekannte Altemsol A, ein Anthrachinon mit



antiinfektiven EigenschaftenBeim chemischen Grundkorper dieser Verbindungn

handelt es siclebenfallsum ein Anthrachinon

1.4.1. Chemische Strukturen
Da es sich um eine praklinische Untersuchung handafid die Originalnamen und
Strukturen der neuen AnthrachineDerivate patentrechtlich geschitztWeder die
Namen noch die eigentlich Strukturen dirfen in dieser Arbeit veroffentlicht werden.
Deswegen dient hier einallgemeineGrundstrukturdes AnthrachinorGrundkorpersder
naheren Erlauterung deschemischen AussehenDiverse Reste, in denen sich die
einzelnen Anthrachinoierivatevon Sealife Pharma Gmbhidterscheidn, sind mitcR

gekennzeichnet.

Abb. 6: Grundstruktur der SiSubstanzer(Zeichenprogramm)
Durch den patentrechtlichen Schutesultierte eine Berennung derl4 Substanzen mit
SL1 bisSL14statt den eigentlichen Namerwobei SlalsKirzelfur die Herstellungsfirma
Sealife Pharm@mbHsteht.
Die Arbeit mit den Substanzen geschah nicht chronatbgimchaufsteigendemMNummer,
sondern nach chemisch zusammengehorigen Eigenschafterz.B. derlLoslichkeit und
dem Bedarfan unterschiedlichen Eluenteeswegenvurden die Substanzen it von
SL 1 aufwarts bearbeitet, sondern beginnend bei Doxorulbi€lials positivenStandard.
Interessanterweise zeigten unsere Substanzemee-luoreszenz obwohl diese flr

Anthrachinonecharakteristischst. [19]



2. Rationale

Im Rahmen dieser Diplomarbeit soll fir die vorliegenden Substar&eh bis 94 und
Doxorubcin.HClals Referenzbeispigllie Proteinbindung an die Plasmaproteine HSA und
AGPgetestet werdenDafur stehen dreunterschiedlichan Vitro ProteinbindungKits zur
Verfiigung.Mit den ersten beiden Kitsvird die Bindung der vorliegenden Substanzen
sowadhl an HSA als auch AGP getestet. Das dritte Proteinbine€ihgsrlaubt ein@e
Nachweis der Proteinbinduran HSA und AGP gleichzeitig.

Zur Analyse der Proteinbindung wird die HRAE Methode der Wahbenutzt. Eine
Auswertungder Ergebnissevird mit einerdem Testsystem zugeschnitier Softwarevia

Exceldurchgefihrt



3. ExperimentellerTeil
3.1. Laborausstattung
3.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Die fur dieLaborabeit benutzten Chemikalien und Reagenzien und deren Hersteller sind

in der nachfolgenden Tabelle aufgedis

Bezeichnung Hersteller

Acetonitril Merck KG

Aqua bidest. Department f. Pharmakognosie, Universitat Wien
Dimethylsulfoxid 100% D8418 (100ml) SigmaAldrich

DoxorubicinHC] ChNr.: 40157001 Ebewe Pharma (Novartis)
Kaliumhydrogenphosphat 99% SigmaAldrich

PBS Tabletten P44B0TAB SigmaAldrich

8,5% Phosphorsaure SigmaAldrich

Probensubstanzer8L 114 Sealife Pharma GmbH, Tulln

Tab.1: ChemikalienReagenzien und Hersteller

3.1.2. Eluenten
Fur die Elution der Proben wurde mit dregrschiedenen Eluenten gearbeitet und die
Elution war isokratisch.
Bei der isokratischen Elution, im Gegensatz zur Graglehition, bleibt die
Zusammensetzung der flissigen mobilen Phase wahrend des gesamten Elutionsvorgangs
konstant, damit wird das @ichgewicht zwischen stationarer und mobiler Phase konstant
gehalten.[20]
Damit die Eluenten nacker Herstellung am Einsatz an der HPLC kommemrken,
mussten diese eine halbe Stunde auf dem Ultraschallbad entgast werdem,ein

Entweichen des Luffaterstoffes zu garantieren.

Eluenen-Bezeichnung| Zusammensetzung Eluierte Substanzen
aLaz21 N} dAa|o0.8gKKHQin 800 ml Aqua dest. SL1, SL2, SL5, SL6, SL8,
eingestellt mit 8,5 % Phosphorsaure auf pH = 4.4 SL9, SL10, SL11, SISI213
aufgefullt mit 1200 ml Acetonitril SL14
1 dem Verhéltnis F0:ACN von 40:60'v
alLaz2 NI dAa|0.4gKEPQ in 600 ml Aqua dest. SL 3, SL4
eingestellt mit 8,5 % Phosphorsaure auf pH = 4.4




aufgefullt mit 400 ml Acetonitril
1 dem Verhaltnis K0:ACN von 60:40 v/

Elwent fur 0.5gKHPQ; in 500 ml Aqua dest. ausschlieR3lich fur
Doxorubicin.HCI 250 ml ACN Doxorubicin.HCI
150 ml MeOH

Tah 2: Eluenten und Zusammensetzung
3.1.3. Waschflussigkeiten
Die Waschflussigkeitenieghten der HPLEAnlage,um SchlaucheZugangedie Nadel fur
die Probenentnahmeund die S&aule zu waschedamit zwischen Probennahmen und
Versuchsreihen ein Mitschleppen und nachfolgende Verunreinigung dardatere
Substanzen verhindert werdemie Waschflissigkeiten ossten vor dem Anhangean
die HPL&nlageeine halbe Stundéang auf dem Ultraschallbaghtgast werden.
1 Waschflissigkeit SBubstanzemnd Doxorubicin.HCI:
Zusammensetzung:

H,O undACNm Verhaltnis vor20 : 8Q auf dem Magnetrihrer vermischt

3.1.4. Phosphatpuffer
Der Plosphatpuffer dient zur Herstellung deDMSCOLGsung
1 Herstellung:
2 Tabletten der Sorte:Phosphat buffered tablet P4417 Lot# SLBD4322V

wurden in 400 ml kD dest. geldst unduf dem Magnetriihregut vermischt

3.1.5. Lésungsmittel

Die Loslichkeit der Proben war, mit Ausnahweoe Doxorubicin, anfangs unbekannt. Als
Losungsmittel zur Herstellung von Stammlésungen der-Subistanzen und
Doxorubicin.HCI diente eir#2% Dimethylsulfgid (DMSQO).0sung.
Es wrden 1000ml einer 32% DMSQo6sung ausreiched fiur alle
Versuchsdurchfuhrugen,hergestellt. Die Konzentrationsangabe von 32%@rnet sich
aus dem User Guidder TestKits.(s.3.4.2)
1 Zusammensetzunfjir 1000ml 329%MSO
680 ml PBS Phosphatpuffer
320 ml 100% DMSO
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3.2. Geréate und Materialien

3.2.1. Allgemeine Gerate und Materialen

Bezeichnug Hersteller
AnalysenwaageSatorius H110 Sartorius Mechatronics Austria GmbH
Braunglasflaschchen (HPLC) Biolab
Caps (HPLC):SC Chromacrol®
Decapper (TransiiKits) Micronic
Eppendorf Pipetten: Eppendorf Research
2-20pl; 1061000l Eppendort A
Eprouvetten: 100 x 16 mm Assistent Deutschland
Magnetriihrer: MR 3001 K Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Messkolben: 50ml; 100ml
Microeinsatze (HPLC Braunglasflaschchen) Biolab
Pasteurpipetteraus Glas: 150 mm Gesamtlange Assistent Deutschland
pHMeter: ORION 2 STAR pH Benchtop Thermo Scientific

Pipettensauger

Pipettenspitzenlniversal blue Tipps, 50000pl;
. . VWR®INTERNATIONAL
Universal yellow Tipps;200pl

Plate ShakeMix Mate PCH 1 Eppendor®
Schdttler

Vortexer Mixer VEL®SCIENTIFICA
Sepum fir Sampleflaschchen: - $T15 Chromacrol® biolab
Transif-BindingKits (Mikrotiter-Platten) Sovicell GmbH
UltraschallbadBANDELIN SONOREX RK 150 BANDELIN electronic GmbH Co. KG
Vials (HPLQ)336 Chromacrol®
Waage: Sartorius Ndrove AY612 Sartaius Mechatronics Austria GmbH
Zentrifuge:Labofuge 400 FUNCTION Line Heraeus Instruments GmbH

Tah 3: LaborGerate und Materialien

3.2.2. Analysenverfahren HPLC
Fir die Quantifizierungder Probenwaren verschiedene Analysenverfahren mabli
unsere Probersindmit der HPL@nalysiertworden.
It [/ &aGSKG Fta ' 01NNIdzy3d TFNN aldi RKR SINS NFd2OK
al A 3K t NB & a dzNB [ Alj deAdR 5/ SKARIRA YEL f5tangRIBRSHKE o T
/ KNE Y (223 N2 RIR MBunkFlasSigchroy | G 2 3 NlundKist Side &uRerst
leistungsfahige Trennmethode, deren Chromatogramme unmittelbar qualitative und

quantitative Informationen liefern. Die Retentionszeit ist fur jeden Stoff eines Gemisches
11



charakteristisch und die Hohe und Breite eines Pepiaportional zur Menge des
entsprechendertoffes. Die Substanzen werden in einer Saule aufgetrennt, vesisath

bei der mobilen Phasaim die Probenldsundiandelt und die stationdre Phase an der
Saule aufgebracht isBei der HPLC ist ein selwher Druck notwendig, um die Probe

durch die Saule zu pumpen, das macht die Methode aber auch leistungsfaijer. [

Abb. 7: HPL@\nlageMerck-Hitachi(Foto: Sagaischek K.)

In der folgenden Tabelle sind die Bestandteile der benitzen {ARlAge mit deren

Bezeichnungen und Einstellungen aufgelistet.

HPLC VWR Hitachi Chromaster

Pumpe: 5110 Flussrate: 0,8 ml/min

Autosampler: 5210 Temperatur: 10 °C

Injektionsvolumen: 40 pl

Druck: 85 bar (Im Schnitt 88 bar)

ThermostatisierbareBaulenden: 5310 Temperatur: 36 °C

U\Detektor: 5410 single walength modus 2S5ttt SYytNy3aIS <Y HTn Y
Organizer

Kihler CooletPeltier Temperatur: 16°C

12




Entgaser kontinuierliche Entgasung

Software Chromaster System Manager

PC HP Compaq 6200 Pro Small Formfacto
Waschflussigkeit H,O:ACN = 20:8(/v)

Tah 4: HPLC VWR Hitachi Chromaster Daten

3.3. Probenvorbereitung

3.3.1. TestKit ¢ Vorbereitung
Das fir dieUntersuchung dePlasmaproteirBindung vorgeseaime InVitro Testsystem
Transif-musse ab dem Zeitpunkt Lieferung bis zur Beniitzung im Tiefkiihlschrank bei
20°C aufbewhrt werden. Vor Gebrauch mussdas TesKit aufgetaut werdenEs wude
entweder am Vorabend in den Kuhlschrank bei 4°C bis zum nachsteod€a@ Stunden
vor Arbeitsbeginn be 20-25°C Raumtemperatur aufgetaut. DaJestKit war

betriebsbereit, wenn es Raumtemperatur erreicht teat

3.3.2. Stammlésungen
Fir jede ProberSubstanz wurde eine Stammldésung mit DMSO als Losungsmittel bereitet.
In den UseiGuides, die zum TedKit gehoren, wude eine ideale Konzentration von 80
>Y2f RSNJ {GFYYfl adzy3 60SAaO0OKNASOSYy®
Durch das Molekulargewicht der einzelnen Substanzende die fir die Stammldsung

bendtigte Einwaage berechnet

§ Erstellenvon 100mIS A y S MBtgmmidsung voDoxorubicin.HCI

Molekulargevicht MG) = 580g/mol
1mol 1 5809
M>Y2f | 580> 3 |*80
yn>Y2f] 46,400> 3

46,400> 3 A 46,4 mg/ 1000ml
A 4,64mg/ 100ml

Allgemeine Formel zur Berechnung der Einwaa@o ¢ "Q 0 'O 1t 11
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Das bendgtigte Volumen der Stammldsung fur dersdchsdurchfiihrung jeder Proben
{dzoadlyl o0StAST aAO0OK FdzF dnnann>ftd | ff SNRAY3IA
um genau arbeiten zu kdnnen. Aus diesem Grund resultierte ein Stammlésohgsen

von 100ml.

Um 100ml einer 80>M Stammldsung vomaxorubicin.HCku erhalten, wuden 4,64mg

der Substanz auf der Analysenwaage eingewagahin 5ml des Lésungsmittels in einer
Epouvette gelost. Die Loslichkeit der Testsubstanzen variierte sehr stark. Um eine
Loslichkeitsverbesserung zu erzielen, wurdis Eprouvetten von weniger gut Ioslichen
Substanzen Uber eine Apparatur in das Ultraschallbad gestellt.

Anschlie3end wude die Losung auf 100ml 32% DMSO in eiri&henmeyesSchliffkolben
aufgefullt Bei anderen, schlechter I6slichen Proben, wurde demilOQolben erneut ins
Ultraschallbad gestellt.

Die nachfolgende Tabelle enthélt die Informationen zu den Stammldsungen der Proben.

Einwaage
Substanz MG Stzn’ll\lm'\llt;]su)r/\ N Loslichkeit in Charakterisierung der Daueg am
(g/mol) 9 32% DMSO Probenlésung Ultraschallbad
(mg/100ml)
SL1 240 1,92 schwer |6slich Celblich 1h
SL2 242 1,94 schwer l6slich Celb 1h
SL3 395 3,16 leicht IGslich | gunkelgelb, hellt etwas auf 30min
o unbestandig, hell bis dunkel
SL4 359 2,87 Gslich braun, Schwefelgeruch, 5min
Lichtschutz erfordeith
SL5 268 2,14 leicht l6slich 30min Eprouv.
Hellorange 10 min Kolben
SL6 282 2,26 leicht I6slich Gelb -
SL7 404 3,23 IGslich hellgelb, Partikel vorhanden 5min
SL8 376 3,01 leicht Iéslich | gelb, entfarbt sich nach 3 h 5min
SL9 420 3,36 leicht l6dich Hellgelb 5min
SL10 382 3,06 IGslich hellgelb, entfarbt sich 45min
SL11 395 3,16 leicht loslich Hellgelb 5min
SL12 270 2,16 schwer l6slich) 2p Ultraschallbad, hellorange 2h
SL13 703 5,62 kaun’nicht 60% DMSO: besser loslich 4h
l6slich gelb, trub, hell auf
SL14 418 3,34 leicht 16slich Hellgelb 5min
Doxorubicin.HCI| 580 4,64 leicht l6slich rot-orange -

Tab.5: Eigenschaften der untersuchten Substanzen
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Abb. 8: Stammldsungen der Skubstanzer(Foto: Sgaischek K.)
Es wurdeohne Lichtschutz gearbeitegul3er bei der Substanz SL4, da diese nach 2

Stunden schon deutliche Zersetzung zeidpe.zeitlichen Abstand von etwa 70 Minuten

war bei SL4 eine deutliche Verfarbung zu erkennen.

Abb. 9: Verfarbung von SL&otos: Sagaischek K.)

Schlechtere Losligeit oder Verfarbungen schlugesich auch inqualitativ weniger

hochwertigen HPLOChromatrogramma und Ergebnisgenieder
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3.4. Probendurchfiihrung

3.4.1. TesKit System Transif-

Die deutsche iFma Sovicell produziert und vertreibt Tegtit-Systeme der TranH
Technologie.
Dabei handelt es sich ugin zertifiziertes inVitro-Testsystem, das aus Mikrotit€latten
besteht, die speziellfir die Plasm&roteinbindung, intestinale Bindung, mikrasale
Bindung sowieandere Bindungmechanismen behandelt wgen. Die SESubstanzemnd
Doxorubicin.HClwurden in dieser Arbeit auf die Plasmaprot@imdung getestet,
wahrend die gtichen Substamgihe im selben Zeitraunvon meiner KollegiValerie Klug
auf die intestinale und mikrosomale Bindungptersucht wurden.
Die Produktpalette voPlasmaProtein Bindung TransHKits der Firma Sovicellmfasst:

1 TRANSILPPB Bindingit

 TRANSItHigh Sensitivity Bindinigit

T TRANSHHSA Bindingit

T TRANSHRSA BindinKit

1 TRANSIEAGP (AAG) Bindirkit
Im Rahmen dieser Aeit wurde mit dem PPB Binding Kiem HSA Bindingit und dem
AGP (AAG) Binding giarbeitet.
Das TRANSIPPB Bindingit erlaubt eine Vorhersage der Bindung von Arzneistoffen und
deren Affinitat gleichzeitig an HSA undAGP Der TRANSIE HSA Binding(it dient der
Messung der Dissoziationskonstari{g der Bindung von Arzneistoffen an HSA; wahrend
der TRANSILAGP (AAG) Bindirit diese Dissozi@inskonstante fii die Bindung an AGP
berechnet, um Schwankungen der PlasRrateinbindung unter verschiedenen
physiologischerBedingungerund Krankhegzusténderfestzustellen.Die Ergebnisse der
HSA und AGRIts kdnnen kombiniert werden, um eine genauadphaProteinbindungzu
berechnenund eine Aussage Uber den freien Anteil eines Arzneistoffes im Plasma
machen zu kénnen.
JedesBindingKit umfasst eine MikrotiteiPlatte, einen User Guide und einen Decapper
Die Mikrotiter-Platte besteht aus 12 Spalten rvaMikrotiter-Behaltnissen, wobei jede
Spalte 8 Reaktionskammern, die Wells, beinhalt Deckel Cap3 jeder WeltSpalte

sind zu einem CaBand zusammengehangt und gewéhrele verlustfreie Entfernung
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http://www.sovicell.com/transil-ppb-binding-kit.asp
http://www.sovicell.com/transil-high-sensitivity-binding.asp
http://www.sovicell.com/transil-hsa-binding-kit.asp
http://www.sovicell.com/transil-rsa-binding-kit.asp
http://www.sovicell.com/transil-agp-binding-kit.asp
http://www.sovicell.com/transil-ppb-binding-kit.asp
http://www.sovicell.com/transil-hsa-binding-kit.asp
http://www.sovicell.com/transil-agp-binding-kit.asp

aller Caps auf einmalDa die Wells sehr klein sintt das CajBand sehr praktisch, um
eine sichere und saubere Entfernung aller Caps zu garantieren.

Jede Spalte bildet einoBpound und ermdéglicht eine Probendurchfiihrung zur Plasma
ProteinBindung.EinePlatte bietetsomit Platz furzwolf Probenduchfiihrungen.Da jede
Spalteeinzelnaus dem Kit entfernt werden kann, ist eine flagi Probendurchfiihrung

von einembis zuzwo6lf Durchgangen gewahrleistet.

MICRONIC

Abb. 10 Transi=Mikrotiter Platte (UserGuide Screenshot)

Die 8 Wellseines jedenCompound sind zu ¥ mitPBS Puffer vom pH=714hd der
Konzentration von50mM beflllt. Im erden und letzten Well ist nur diesePuffer
enthalten, da diese zwei Wells den Referenzmessungen diéRefl & Ref2)In den
restlichen Wells(1-6) sind ProteiniiberzogeneSilicakugeln enthalten, deren Protein
Konzentration mitzunehmenderWell-Nummerierung steigt. Jedes BindiKg wird mit
einer fixen Konzentration einer Probenldésung inkubiert, wahrend die Konzentration der

Proteinein den Wellaunterschiedlichst.

Refi PPB1 PPB2 PPB3 PPB4 PPB5 PPB6 Ref2

me

CURAAA A A

Abb.11: Transif Compound Reihg(User Guide Screenshot)
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Abb. 12: HSAKonzentrationder Wells schematisch dargestellt (User Guide Screenshot)

Derzum Kit gehoérigé&ser Guide wird in einer Ringmappe mitgidrt und beinhaltet alle
Informationen zum Aufbau und zur Durchfihrug der Mappe befindet sich ah eine

CD, auf diesesindder Guide in elektronischer Form, Bei der Software handelt es sich um
eine Excelrbeitsmappe, in der die Analysendatder Quantifizierungzur Auswertung
eingetragen werden mussen.

Das Material Safety Data Sheet enthalt die genaue Bezeichnung des jeweiligéfity est
und des Herstellers, sowie zahlreiche Hinweise zur rechtmafiigen Benitzung. Es sind auch
Anweisungen zur etsn Hlfe gegeben, sollte es zur Aufnahraber die Lungegpder zum
Kdrperkontakt zwischerHaut oder Augen und den Proteinen des Kits kommen. Die
Bestandteile der Kits werden als nicht geféahrl{dot hazardouskingestuft. Trotzdem

wird fur die Benlutzung der &idie Verwendungvon EinmaHandschuhe, Labormantel

und Schutzbrille empfohlen.

DieKits sind mit verschiedenen Analysenverfahkempatibel, die SiSubstanzen welen

mit der HPLC analysiert und die Peakflachen der entstandenen Chromatogramme fur die
Sotware zur Auswertungerwendet.

Da es siclbei der Arbeit mit derKits dzY™ + 2 t dzY Aq\Béreichh#ndel,twird mit
KolbenhubPipetten undGlasEinwegPipetten gearbeitet.

3.4.2. Transil*-Durchfithrung
Die Methodik der Teskits wurde aus den Usébuidesder Fa. Sovicelibernommen und
dient als QuelleurBeschreibung der Durchfiihrungd der Auswertung. [22]
Die nachfolgende Beschreibung der Durchfihrung gilt sowohl fir eine als auch mehrere

Compounds der Tran$iPlatten.
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Abb. 13: Arbeitsschritte schematisch dargestellt

1 Probenvorbereitung
Bevor mit den TransitPlatten gearbeitet werden kann, miissen diese aufgetand auf
Raumtemperatu (20-25°C) gebrachiverden, daman die Platterab dem Zeitpunkt der
Lieferung bei -20°C im Eis aufbewahrSie werdenentweder am Vorabendn den
Kihlschrank bei 4°@estellt oder 3 Stunden vor Arbeitsbeginn bei Raumtemperatur
stehen gelassen.
Unmittelbar vor Arbeitsbeginmverden die its 5 Sekunderiang bei 750 gentrifugiert,da
sich in den Wells eine Proteinsuspension befindetd diese am Boden gesammelt sein
sollte. Wichtigist, dass die Wells fest mit dem GBpndverschlossen sind.

1 Herstellungder Probenlésung
Um die richtige Bdkonzentration derProbenldésungn den Wells zu erreichen, wird pro
zu analysierender Substanz eigen > @tammlosung mit 32% DMSO als Losungsmittel
hergestellt.Die Endkonzentration von DMSO in den Wells s6¥@2betragen, deswegen
wird eine l16fach konzdrierte DMSO LoOsung bereite(32%), da durch den bereits
vorhandenen PBS Puffer in den Wells das Losungsmittel verdinntDigr&tammldosung
Ydzaa SAyS Y2yl SyauMeisér gaydie @iRoyizenyration Ya2den Wells
p > Y Refragensoll. Auch hig wird die 16fach konzentrierte Stammldsung bereitet.
Wichtig ist, dass sich die Konzentrationen in den angegebenen Bereichen befinden, da
sonst keine zufriedenstellende Quantifizierung gewahrleistet werden kann.

1 Probendurchfihrung
Vor Probenzugabe werdedie Caps der Wells mdem Decapper entfernt.Dieser

garantierteine sichere und proteinerlustfreieOffnung der Wells
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o Probenzugabe

Die Stammlésung der Probeird auf demVortexer durchgeschitteltund m p »nfttels
Kolbenhulpipetten in jedes Weltransferiert Dabeiwird chronologisch vorRefl nach
ReR vorgegangen undor jeder neuen Probenzugalene neue sauberePipettenspitze
aufgesetzt. Die Wells von Refl und Ref2 ohne Protein dienen der Ermiftluon
unspezifischen Bindungen.

Besonders zu beachten ist, dasst der Pipettenicht in die abgesetzte Proteinmenge
gestochenund irrtimlich etwas davon aufsaugtird. Nach Pipettieren der Probenlsung

werden die Wells mit dem Cagandwiedergut verschlgsen.
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Abb. 14: Arbeitsplatz: Zugabe der Probenlésungt KolbenhubPipette (Foto:Sagaischek)

0 Inkubation
Um die Platten zu inkubieren weed diese auf den plate shaker, einaenchfiir Transif=
Platten passenden Schiuttler, gedlt. In diesem Punktunterscheiden sich die
Arbeitsschritteder einzelnerTransif=Kits.
Die HSAund PPBTransif- Platten werdenauf dem plate shaker 12 mitang bei 1000
rpm inkubiert, wahrend die AGHransif"Kits nur fiir 30 sec bei 1000 rpm aufetn plate
shaker geschiuttelt werden. Die ABGRs werdendanachnoch 2 Minuten mit Boden nach

obeno a 6 2 -dziJAa¥hte in der Hand geschiittelt.
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Wahrend der Inkubation am Schuttler und in der Haotlzieht sichdie Proteinbindung.

o Phasentennung vorProteinsedimentund Puffetdsung
Unabhangig von Art ddsits wird diesesiach der Inkubation erneutei 7509, diesmal fur
10 Minuten, zentrifugiert, damitdie Proteinmenge sedimentiert under entstandene
Uberstand fiir die weitere Durchfiihrung klar und partike ist. Die Phasentrennung ist
bei diesem Schritt sehr wichtig, damit beim nachfolgenden Arbeitsschritt eine
Verunreinigung verhindert werden kann.

o Entnahme des Uberstandes
Ist der Uberstand nacdem Zentrifugieren klar und schwebstofffreipiissen50-10n > f
davonentnommenwerden um damit die Proteinbindung zu analysieren. Wichtig ist, dass
nur der klare Uberstand entnommen wird, und keine Festsubstanz mitaufgesaugt wird.
Zur Analyseder Proteinbindungwurden etwa T 1 desf Uberstandes mit eineGlas
Enwegpipette und Gummisaugentnommenund in einen Mikroeinsat@Vial)fur HPLE
Braunglas Flaschchen transferiertAuch die Glaginwegpipette muss nach jeder
Uberfiihrung eines Uberstandes verworfend eine neue fir das nachste Wbeknutzt
werden. Hierist zu beachten, dass man luftblasenfrei arbeitet, da Luftblasen die-HPLC

Apparaturbeschadigen kdnnen, wenn diese vom Geréat aufgesaugt werden.

Abb. 15: Arbeitsplatz: Uberfiinren des Uberstands Vfials derHPL@Braunglas Flaschem mit GlaseinwegPipetten
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3.4.3. HPLGAnNalyse

Die Analys der Proben erfolgtbei den SiSubstanzen un®oxorubicin.HQhit der HPLC.
Die nachfolgendeTabelle reprasentiert die HPiaten aller Proben. Angefinrt sind die
benutzen HPLG&aule, wobei die SISubstamzen mit der ACEBS&auleoder der Nukleosil
Saule analysiert wden, und Doxorubicin.HQhit der LiChrospher 100 Rp 18 8éule.

Die StSubstanzenwurden bei einer Wellenlange von 270nm mit dem -D&tektor
detektiert, Doxorubicin.HGhingegenbei 485nm. Diainterschiedlichen Retentionszeiten,
die charakteristische Parametdiir jede einzelne Substanz sindnd die jeweiligen

Eluenten werden auch in der Tabelle aufgefihrt.

Substanz HPLG: Saule Wellenlange Retentionszeit Eluent
[nm] [min]
SL1 ACE 270 5,2 Isokratisch 1
SL2 ACE 270 5,6 Isokratisch 1
SL3 ACE 270 5,6 Isokratisch 1
SL4 ACE 270 3,1 Isokratisch 2
SL5 ACE 270 7,2 Isokratisch 2
SL6 ACE 270 4,5 Isokratisch 1
SL7 ACE 270 5,6 Isokratisch 1
SL8 ACE 270 4,3 Isokratisch 1
SL9 Nukleosil 270 7,4 Isokratisch 1
SL 10 ACE, Nukleosil 270 7,5/10,5 Isokratisch 1
SL11 ACE, Nukleosil 270 4,7 Isokratisch 1
SL 12 ACE 270 7,9 Isokratisch 1
SL 13 ACE 270 53 Isokratisch 1
SL14 ACE 270 4,6 Isokratisch 1
Doxorubicin.HCI | LiChrospher 100 Rp 18 e 485 3,2 Eluent fur
Doxorubicin.HCI

Tab.6: HPLE&aten der Proben
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4. Auswertung und Ergebnisse

4.1. Transi" Software

Die Auswertung der HPLC Analyse der TramBiihdingKits wude mit einer Microsoft

Excel Arbeitsmappe durchgefithdie eigens fur dait mit allen Berechnungen versehen
wurde. Die Transit User Guides als Anleitung zur Durchfilhrung sind Ringmappen, die
auch eine CD mit sich fuhren, auf welcher sich der Guide in elektronischer Form und die

Excel Datei zu Auswertuthgfinden.

4.1.1. Microsoft Excel Auswertung am Beispiel HSA \Baxorubicin.HCI
In der Microsoft Excel Dateist die ersten Seiteeine Ubersichtsseite, dimain page Auf
dieser sinddie wichtigsten Analysgrarameter zusammengefasst
Um die Dateianfangszu aktivieren,missen alle gritunterlegten Felder ausgefullt
werden.Die erste grurunterlegte Spalte der Assay Plate Parameters verlangt Daten aus
einem Zertifikat Die benétigten Parametesetzten sich aus der Lot Number, ddéif
Datum, dem HSARrobenVolumen, der HSAKonzentration undeinem griechischem
Buchstaben, fiir den eine Zahl stezusammen. Die Parametsind spezifisch fur jeden
Kit (HSA, AGP, PPB) und werden aus denebeitdem Zertifikat entnommerOhne die
ZertifikatsDatenist keine Auswertung der Ergeisse moglich.
Die grau unterlegten Felder benétigten Daten aus Eskekts anderer Binding Kits, da

AGP und HSA kombiniert werden konnen.

A B C o E F G H | J K L M N o P Q R

1 [Transil®" HSA Binding Kit

2 |Version 2 Revision 00

3 required input

4 optional input

& [Assay Plate Parameters

7 Quality Control Parameters Model Parmetsrs

8 Lot Number: Lotz Saturation Threshold 99,9% compound bound mazimum detectable Kd: > 0,0004
) Date: | 10.04.2013 Outlier Threshold 1,5 standard deviations thHEA ma < 28,62
10 Assay volume HIA: 240,0pl Threshold for outlier detection 0,98 * 1 Flasma protein binding fb AGE mar < 14%
1 HSA concentration: 140,0 uM Max difference of references 30% Fhysiological HSA cone. 5 .85E-04 thmas < 30,3%
12 o 180 WS saturation threshold 100000000 Physiclogical A5F cone.  2.00E-05 Fumin: < 6973
13 maximum detectable K, 0,0014

14 model choice threshold 08

sample stock

volume [ul] conc. [uh]

Compound name

15,0 pl 80,0 M K, HSA fo r Tar D Compound name K, AGP fu*
17 No1 |Doxomut bicin l[ 15,0 pl 80,0 uM - - - - - No 1 |Doxorubicin
15| Me2 15,0 pl 80,0 uM Mo 2 0
19| No3 15,0l 80,0 M Mo 3 0
20| Ned 15,0 pl 80,0 uM Mo 4 0
21| MaS 15,0l 80,0 M MNoS 0
22| NeB 15,0 pl 80,0 uM Mo 6 0

Abb. 16: main page(Microsoft Excel Screenshot)
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Die auf degesamtermain page ersichtlicherfur die Proben relevantefiRarameter sind:

1 compound name
Der compomd name ist die Bezeichnung der Probagefangernvon Doxorubicin.HGbis
SL 14. Diesen mussan auf der main page eintragen, in Summe 15mal.

1 sample@2f dzvYS w>1f 6
Dassample wlume in>l bezeichnet das Probevolumen, das immer 15 f 06 SggndiN3I G T
das Volumen der Stamisung, welches in die Wells pipettiert wird.

T at20] O2yO0d w>a6k
Die stock concentrationinra 0 ST SAOKYy Sl RAS Y2y id8Pribe] GA2Yy R
R4 aAyR yn>a

1 KoHSA
Die Dissoziationskonstante p,K auch Affinitatskonstante,ist das MalRR fir eine
Dissoziationsreaktim wie auch die Proteinbindung eine isthd wird zur Berechnung der
Proteinbindungoendtigt.

T fo
Die fraction bound ist degebundene Anteil des Arzneistoffes an, in diesem Fall, HSA. Er
wird in Prozeninit £+Grenzwerten angegeben und wiads den K-Wertenberechnet

T r
r’ beschreibt den Korrelationskoeffizierdn und ist ein MaR fir die Linearitat der
Messwerte.

1 TQI
Der TQ, auch TransitQuality Index, ist ein Qualitatsindeder die Giite der Auswertung
beschreibt. Dabei giktO die hdchste und O die niedrigste &itét dieser Analyse amer
TQI wird zusatzlich optisch durch einen farbigen Punkt erganzt, wobei griméir €QI
von 710, gelb fir 57, und rot fir einen TQI <5 steht.

1 KoAGP
Die Transi- BindingKits von HSA und AGP miissen fiir die Berechnungjelesiligen
freien Anteils kombiniert werdenDeswegen sind dieAGRK, Werte der gleichen
Substanzen unerlassh fur die Vollstandigkeit dBerechnung, eine HSAt alleine reicht
nicht fir eine vollstdndige Aussage des Bindungsprofils emfeseistoffes andie

Plasmaproteine ausn das Excel sheet des HSA Binding Kits werden in die zweite Tabelle
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die kp-Werte der AGP Bindung eingetragen, um auch den ungebundenen Anteil der
Substanz an HSA zu berechnen.

7 fu
Die fraction unbound ist der freieder ungebundenénteil des Arzneistoffes im Plasma.
Zur Berechnung der, fvon HSA benttigt man, wie bereits erwahnt, depn AGP de
gleichen SubstanDer freie Anteil eines Arzneistoffes ist der, der eine pharmakologische
Wirkung erzielen kannDie K-Werte von HSA und AGP waren auch hilfreich fur die
Binding Kits meiner Kollegin, da diese bei ihrer Arbeit mit dem Tfamstestinal Binding
Kit notwendig zur Berechnung dssheinbarerVerteilungsvolumensjivaren.

1 Model Farameters
Die Model Parameters gebedie Konzentration der jeweiligen Proteinend die

BindungskapazitadesKits an

Diezweite Seiteder Excel Dateitiglie raw data page

Sie bestht aus leeren Tabellen, in ddie Ergebnissales Analysenverfahrens eintragen
werden. Da unser Analysenverfahren der Wahl die HRtL,Cwerden als raw data die
Flachen der Substanzpedksdie Spalt@area/heightieingetrage.

Die Bezeichnung der Probe, die als compound name in der ersten Seite eingetragen
wurde, wird auf der raw data page Ubernommen. So ist eine Zuordnung der areas zu den

Proben leicht moglich.

B107 - A0

A B C D E F G H |
1 Please enter the peak area or concentration data in column G below
2
3 Please leave missing data fields blank
4
5 test article Well Sample |Area/ height| nm/amu Note
6 Doxorubicin A1 Ref1
7 Doxorubicin B-1 Well 1
§ Doxorubicin C-1 Well 2
9 Doxorubicin D-1 Well 3
10 Doxorubicin E-1 Well 4
11 Doxorubicin F-1 Well 5
12 Doxorubicin G-1 Well 6
13 Doxorubicin H-1 Ref2
14 cmp2 A-2 Ref 1
15 cmp2 B-2 Well 1
16 cmp2 c-2 Well 2
17 cmp2 D-2 Well 3
18 cmp2 E-2  Well4
19 cmp2 F-2  Well5
20 emp2 G2 Well 6
21 cmp2 H-2 Ref2
22 cmp3 A3 Ref1 |

Abb.17: raw data pageg leer (Microsoft Excel Sreenshot)
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Die HPLC liefeztoft Chromatogramme mit unteschiedlich viele PeaksEigentlichsollte

bei reinen Proben, wie Doxorubicn.HQ@ur ein Substanzpeak im Chromatogramm
ersichtlich sein. Da di8L-Proben aber von unbekanntdroslichkeit,Bestandigkit und
Reinheit waren, waren bei diesen Chromatogrammeaftmals mehrere Peaks zu
erkennen. In s@inem Fall muss deals Substanzpeakrkennbare Peaklurch handisches
Nadintegrieren im HPLComputerprogramm Kkorrigiertverden, um ein verwertbares
Ergebniszu bekommenBei zusammenhé&ngenden Peaks wird die Area Uber alle Peaks
berechnet, da diese sich eine Basislinie teilen. Beim h&ndischen Nachintegrieren erhélt
der Substanzpeak eine eigene Basislinie und dadurch auch eine andere Area.

Bei Doxorubicin.HCivar dies nicht notwedig, die Flache des jeweiligeheakswurde

ohne Nachbearbgiing in die Tabelle deraw data page Ubertragen

Die Wertigkeit der Zahlenbetrage der Aresdllite idealerweisevon Well 1bis Well 6
abnehmen, da die Proteinmenge von Well\&kell steigtund so immer mehr Arzneistoff
vom Protein gebunden werden kanbBie Referenzwerte iRefl undRef2sollten jeweils
hoher als die anderen Werte sein

Die raw data Werte aller Proben sind in Tabellen im Anlfan$j2.1.rusammengefasst.

MN16 - I

A B C D E F G H I
1 Please enter the peak area or concentration data in column G below
2
3 Please leave missing data fields blank
4
5 test article Well Sample |Area/ height] nm/amu Note
6 Doxorubicin A1 Ref1 284,700
T Doxorubicin B-1 Well 1 276,900
& Doxorubicin C-1 Well 2 264 500
9 Doxorubicin D-1 Well 3 240,000
10 Doxorubicin E-1 Well 4 258,700
11 Doxorubicin F-1 Well & 242900
12 Doxorubicin G-1 Well 6 201,300
13 Doxorubicin H-1 Ref 2 281,900
14 \cmp2 A-2 Ref1
15 cmp2 B-2  Well1
16 |cmp2 C-2  Well 2
17 .cmp2 0-2  Well 3
18 cmp2 E-2 Well 4
19 cmp2 F-2 Well 5
20 lcmp2 G-2  Well b
21 cmp2 H-2 Ref2
22 cmp3 A3 Reft |

Abb.18: raw data page- Doxorubicin.HCinit Analysenergebnisse(Microsoft Excel Screenshot)
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Die restlichen Arbeitsblatter der ExceDatei dienen der Detailaufschlisselung der
Auswertung.

1 AGP und HSA Proteinbindung
Das ExceProgramm berechret die Proteinbindung und die Qualitatsparameter
unmittelbar nach Eingabe dé&ertifizierungsParameter, der ampound Bezeichnung, den
Konzentrationsangaben und den raw data der Analyse.
Die Plasmaprotein Bindung wird in Bezug auf die Dissoziationskoestanich
Affinitatskonstante Kp gemessen:
0 0

VO] —
ovuv

p
A ist die Konzentration des Arzneistoffggbunden arein Protein P, wobei A die freie
Konzentration des Arzneistoffes und P die freie Konzentration des Proteins kennzeichnet.

Die freie Konzentration eines Arzneistoffes kann auch so ausgedriickt werden:
0o Q6 0 oV C
Durch Einsetzen von Forme] in Formel p und Umformen wird ein lineares Modell
erstellt, das zur Berechnung der Werte aus den Kitstpasd eine Steigungsmald von
1/Kpund einen Achsenabschnitt vorhQt:
,Q(:) p 3
=, "~ U
Qo v O

Die Konzentration des Prote#rzneistoffkomplexesd 0 muss dabei viel kleiner als die

o

GesamiKonzentration in jedem Well sein.

Der totale gelnndene Anteil f, fraction bound) kann durch die JWerte von AGP fir
HSA vorhergesagt werden, auch die physiologische Konzentration dieser fPesteiae

im menschlichen Blut.

p
"O°YO 0 "Ov
P TO00Yd U006 O

QO p

Die Berechnung durch die Exxtei dient der Beurteilung des gebundenen Anteils von

Arzneistoffen allerdingsnur an die Plasa-Proteine HSA und AGP. PlasRrateine, die in
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geringerer Konzentration vorkommen, wie Lipoproteine, Transcortin  oder

Sexuahormone werdenhier nicht berticksichtigt

In der Detailaufschlisselung der Exgebeitsblatter sind in Tabellen und Gragh alle
Ergebnissgenau aufgelistet

Ganz oben auf der Seite befindet sich eine Tabelle mit der Bewertung der
Analysenergebnissélier ist die Qualitat der Messwerte ersichtlich. Diessrdenmit ok,
inconsistent(widerspruchlich)oder outlier (Ausreil3er)bewertet, wobei ein outliernicht

mehr in die Berechnung miteinbezogen wird.

K51 - &
A B C D E F G H J K

1 test article No 1 Doxorubicin
2
3
4 5,000 pM 0 nm {amu
) adj. Ref 1 284,700 A av ref ok
6 Ref 2 281,900 ref diff ok max ref ok
7 Signal Reference: 283,300 283.300 283.300 283.300 283,300 283,300
8 TRANSIL well: | Il 1l v ' Vi
9 Signal in TRANSIL wells: 276,900 264.500 240.000 258.700 242,900 201,900 ok
10
11
12 missing values
13 1 1 1 1 1 1
14 outlier detection
15 consistency ok ok ok ok ok ok
16 saturation ok ok ok ok ok ok
17 statistics ok ok outlier ok ok ok
18
19 = 0,95271
20 QC index: 9.4 kp= 3,73E-04 fb= 61,2% + 3,673%
21 arning messages
22

Abb. 19: DetailansichtDoxorubicinHC] erste TabellgMicrosoft Excel Screenshpt

Gleichunter der ersten Tabellen blau gehalten,sind der TQI, der gWert, f, und r
ersichtlich

DerTQIstellt sich aus, wie bereits erwahri,Parameterreusammen:

0 Model fit
Die Proteinbindung wird gemald Formel (@rechnet. Mit sehr guten Messwerten wirde
sich ein Steigungsmal ergeben, das genau der Affinitatskonstgrtetsprechen wirde,
und einen Achsenabschnifintercept)von 0.Ab einem intercept auf3erhalb der Grenzen
[-0.5 0.9 undinnerhalb der Grenzen1.5, 1.5] sinkt der TQI. Sollte der intercept auch
aul3erhalb der zweiten Grenzen liegen, ist der Teilbetrag dieseB&@értunggleich O.
So ist der intercept gleichzeitig auch ein Kontrollparameter.
Da ein idealer Model fit kaum erzielt werden kann, didas Diagramm derg<Estimation
(Abb. 20, Diagramm 2) der ndheren Erlauterung. Der Model fit hat grol3en Einfluss auf den
TQHWert.
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o Die Ubereinstimmung der gemessen und vorhergesagten RefS&igmale

Bei der Bestimmung deWAffinitatskonstanten tGber finf oder sechs verschiedene
Proteinkonzentrationen mit zwei Bezug&eferenzWells ohne Protein, kann eine
erwartete Peakflache durch lineare Regression der Messwerte vorhergesagt werden. Im
Diagramm des Reference check (Abb. 28giamm 3) wird der Kehrwert d€&eakflachen
gegen den Proteingehalt aufgetragen. Auf der so entstehenden Linearen, die durch die
zwei Referenzwerte gegebest, sollten alle Messwerte dgaroteinhaltigen Wells liegen.

Ist ein Referenzwert ein Ausreil3@reil sein Wert geringr als dieMesswerte der Wells-1

6 ist, wird stattdessen der Wertder anderen Referenzweimal verwertet. Eine
Abweichung von der Linearen kann durch ein schlechtes Bindungsvermégaltiierend

aus verminderter Loslichkeitder Unbestandigkejentstehen.

o Der Korréationskoeffizient

Der Korrelationskoeffizient als Mal fur den linearen Zusammenhang, berechnebeis
beschriebeneGleichung (3)wird auch zur Bewertung des TQI herangezogen.

o Die Zahl der Ausreil3dozw.der fehlenden Messwerte

o Die Kontinuitat der Meswerte

Durch die steigende Proteinkonzentration in den Wells sollte auch die Proteinbindung
stetig steigen. Bei einem Ausreil3er wird die Messung als inconsistent (widersprichlich)
bezeichnet, solltedieserfir zwei aufeinanderfolgende Wells gelten, wirch élesswert

von der Berechnung ausgeschlossen und gilt als outlier (Ausreif3er).

Das erste der drei nachfolgenden Diagramme zeigt die Hohe der Signale der Messwerte
als blaue Balkenyobei die roteLiniedariberdie Referenzen darstellDie Einheiten der

y-Achse entsprechen den Einheiten der raw data page.

K5 Estimation Reference Check

—ignals ——reference

300,000 6E02

250,000 - 5603
J - /
200,000 020 4E02 }‘/_( +

150,000 - 0.08+00 5.0E-05 1.0E-04 15604 _—

fhifu
B
S
1/abs

100,000 | a0 2E02

50,000 1603

0.E+00
0.0E+00 5.0E-05 1.0E-04 15604

HSA conc. [pM] HSA conc. [pM]

Abb. 20: Signaltbhe der Messwertél), ky-Estimation(2) und Reference Check(B)icrosoft Excel Screenshpt
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Die AffinitatskonstanteKp und der gebundene Anteilf, werden durch die oben
beschriebene Formelberechnet. Der Korrelationskoeffiziemt wird als MaR fir die

Linearitat der Messungen angegeben.

Die letzte Tabelle der Detailaufschliisselung beinhaltet ein Diagramm, in dempdie K

Werte der einzelnen Welld{6) aufgefuhrt werden.

Seardwdli -
1 1 ] 1 1
1 1 ] N W IL L=
&) in M1 a7 4EEH 4% 4.5E8 4.7 3EET [CR
Bl M| 7409 1,335 2005 4329 TI.TIE  '%0,000 e
LEB] n ] Lok ] 0 0.T64 043 07 1437
KD - LU ] 4500 A5-0d AL § L
FSE -0 -
SEKDI GGEE (5 A
i EST 0.TE3 Q5T 055y 0E3 .
B3d4x b
SEIb1 IRTRY [
] ] Lo
-
1EE-[d 15304 1L00E-12 4. S0E-04 QEIE-04 T 44E-Dd

Abb.21: Letzte Tabelle der DetaAufschliisselung Kp Werte (Microsoft Excel Screenshot)

Auch ersichtlichn der Detailaufschlisselungt die Konzentraon der Proteine in den
Wells. In der nachfolgenden Tdlee ist die Zunahme der Protelonzentration,

angegeben in Ml/I, Gbersichtlich dargstellt.

Protein Konzentration [M]

el HSA binding Kit AGP Binding Kit PPB Binding Kit
Refl - - -

1 0,0000074 0,0000040 0,0000074

2 0,000013 0,0000059 0,000013

3 0,000025 0,0000089 0,000025

4 0,000043 0,000013 0,000043

5 0,000078 0,000020 0,000078

6 0,00014 0,000030 0,00014
Ref2 - - -

Tah 7: ProteinKonzentrationen in den Kits

Die restlichen Tabellen der Detailaufschliisselung zeigen die genauen Ergebnisse der
einzelnen Wells, auf damain page sind dann die Ergebnisse fur das ganze Compound

angegeben.
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T€

4.2.

Version 2 Revision 00

Assay Plate Parameters

HSAg Auswertung

Transil™ HSA Binding Kit

required input

optional input

Quality Control Parameters

Lot Number: LOoTZ Saturation Threshold 99,9% compound bound maximum detectable Kd
Date: | 10.04.2013 Outlier Threshold 1,5 standard deviations fb HSA max
Assay wolume HSA: 2400 W Threshold for outlier detection 0,98 1. Plasma protein binding fb AGP max
HSA concentration: 140,0 uMm Max difference of references: 30% Physiological HSA conc. 5,88E-04 fb max
a: 1,80 MS saturation threshold 100000000 Physiological AGP conc. 2,00E-05 fu min:
maximum detectable Kq 0,0014
model choice threshold 08 r
Compound name volsjgzlrpL] Co:tccfc[tM]
15,0 pl 80,0 uM Kg HSA fb r? TQI* 1D Compound name Kg AGP fu*
No 1 Doxorubicin 15,0 80,0 uM 3,73E-04 61,2% + 0,04 0,9527 @ 9.4 No 1 Doxorubicin 4,05E-04 38,1%
No2 |sSL5 15,0 80,0 pM NaN - - - - No2 |sLs 1,40E-03 -
No 3 SL4 15,0 80,0 pM 9,10E-06 98,5% + 0,00 0,9326 @ 74 No 3 SL4 1,40E-03 [ <1,5%
No 4 SL6 150 80,0 pM 4,25E-05 93,3% + 0,01 0,9816 @ 9.4 No 4 SL6 1,60E-04 6,7%
No5 |SL7 150 W 80,0 pM 3,65E-05 94,2% + 0,01 0,9948 @ 96 No 5 SL7 1,20E-06 3,0%
No 6 SL 14 15,0 80,0 pM 3,19E-05 94,9% + 0,00 0,9987 @ 81 No 6 SL 14 3,21E-06 3,9%
No 7 SL1 150 u 80,0 uM 4,57E-05 92,8% +0,17 0,9812 @ 81 No 7 SL1 2,59E-04 7,2%
No 8 SL8 15,0 80,0 pM 3,14E-05 94,9% + 0,01 0,9850 @ 8.2 No 8 SL8 5,06E-06 4,2%
No 9 SL 12 15,0 80,0 pM 9,24E-06 98,5% + 0,05 0,9948 @ 71 No 9 SL 12 2,46E-05 1,5%
No10 |SL9 150 u 80,0 pM 7,41E-05 88,8% + 0,01 0,9801 @ 95 No10 |SL9 3,63E-06 6,9%
No11l |SL2 15,0 W 80,0 pM 4,11E-05 93,5% + 0,01 0,9961 @ 96 No11 |SL2 7,51E-05 6,4%
No12 |SL3 15,0 80,0 pM 6,57E-05 90,0% + 0,06 0,9382 @ 7.2 No12 |SL3 2,51E-05 9,3%
No13 |[SL13 15,0 u 80,0 pM 1,05E-06 99,8% + 0,00 0,9833 @ 7.4 No 13 |SL 13 3,15E-05 0,2%
No 14 |SL11 15,0 80,0 pM 6,26E-05 90,4% + 0,02 0,9680 @ 8.2 No 14 |SL 11 8,75E-05 9,4%
No 15 |SL 10 15,0 80,0 pM 1,51E-05 97,5% + 0,00 0,9781 @ 69 No 15 |SL 10 4,07E-06 2,2%

Model Parmeters

>0,0014

<29,6%

<1,4%

<30,3%

<69,7%




A

test article No 1 Doxorubicin
m— signals e @ fErENCE
5,000puM O nm/amu 300.000
adj. Refl 284,70 A av ref ok
Ref2 281,903ref diff ok max ref ok 250,000 7
Signal Reference: 283,300 283,300 283,300 283,300 283,300 283,300
TRANSIL well: 1 Il m v \Y \ 200,000 7
Signal in TRANSIL wells: 276,900 264,500 240,000 258,700 242,900 201,900 ok
150,000 -
missing values 100,000
1 1 1 1 1 1
outlier detection 50,000 -
consistenc ok ok ok ok ok oK
saturation ok ok ok ok ok ok 0,000 -
statistics ok ok outlier ok ok okK| ! " mn v v Vi
r’=0,95271
QC index: 9,4 kp= 3,73E-04 fb= 61,2%=* 3,673% R .
warning messages: Kp Estimation
consistency check
signal < reference 6 1 1 1 1 1 1 0.60
binding > 0% 1 1 1 1 1 1 0,40 >
steady increase in binding & summary 6 1 1 1 1 1 1 020 4
removal of outliers due to saturation - :
albumin conc. [M] 0 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 E 0,00 T T 1
1signal in TRANSIL well 3,61E-03 3,78E-03 4,17E-03  3,87E-03 4,12E-03  4,95E-03 = [P 50805 LOE04 il i
nt [nmol] 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
fb in assay 2,3% 6,6% 15,3% 8,7% 14,3% 28,7% -0.40
(1-fu)/fu 0,023 0,071 0,180 0,095 0,166 0,403 0,60
saturation threshold 99,999%
systematic outlier (saturation) 1 1 1 1 1 1 -0.80
consistent saturation 1 1 1 1 1 1 -1,00
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(A-fu)/fu 0,023 0,071 0,180 0,095 0,166 0,403 HSA conc. [uM]
slope 2438,48101
intercept 0,03228
r 0,8386 Reference Check
prediction: (1-fu)/fu 5,0E-02 6,5E-02 9,1E-02 1,4E-01 2,2E-01 3,7E-01
6E-03
outlier due to saturation and consistency 1 1 1 1 1 1 5,E-03
statistical outlier detection & removal /
albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 0,000 4,E-03 °. >
(1-fuy/fu 0,023 0,071 0,180 0,095 0,166 0,403 2 [ee—T"
slope 2438,48101 = 3,E-03
intercept 0,03228
s 0,8386 2,£-03
prediction 0,050 0,065 0,091 0,138 0,222 0,374
residuals -0,027 0,006 0,090 -0,043 -0,056 0,030 1603
standarized residuals 0,000 0,116 1,659 0,000 0,000 0,546
Threshold 1,5 0,E+00
statistical outlier 5 1 1 (o} 1 1 1 0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 HSA conc. [uM]
0,023 0,071 0,095 0,166 0,403 :
slope 2682,52457 3,73E-04
intercept 0,00060
2 0,9527 reg 3,73E-04 0,95271
prediction 0,001 0,020 0,036 0,065 0,117 0,209 0,376 avg 3,51E-04 1
outlier choice 3,73E-04
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu -5,000 -5,000 0,180 -5,000 -5,000 -5,000 value of "-5.0" places outlier markers below visible chart area
Binding QC
no. of binding sites 1
conc. protein-compound complex [uM] 0,11 0,33 0,76 0,43 0,71 1,44
free protein con. [uM] 7,30 13,00 23,24 42,78 77,06 138,56
free protein con. [M] [0} 7,3E-06 1,3E-05 2,3E-05 4,3E-05 7,7E-05 1,4E-04
binding sites covered [%] 1,5% 2,5% 3,2% 1,0% 0,9% 1,0%

warning?




€e

reference QC

albumin conc. [M] 0 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05  4,3E-05 78E-05 14E-04
Usignal in TRANSIL well 3,61E-03 3,78E-03 4,17E-03  3,87E-03 4,12E-03  4,95E-03
valid albumin conc. [uM] 7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 78E-05 14E-04
valid 1/signal 3,6E-03 3,8E-03 3,9E-03 4,1E-03  5,0E-03
slope 9,46885
intercept 0,00353
¢ 09527
predicted 1/signal 0 3,6E-03 3,7E-03 3,8E-03  3,9E-03 4,3E-03  4,9E-03
Predicted Reference Value 283,13
Actual Reference Value 283,30
Relative deviation 0,1%
QC index9,4 warning
no. data points 9 reference 10 * MA prediction 7 ref. Treatment 10 ref > signal 10 consistency 10 data points
10,0% 10 0,9999 A 10 6 10 6 10 reference
6 20,0% 9 0,999 M 5 5 ref. Treatment
5 9 50,0% 8 0,99 R 4 4 ref > signal
4 100,0% 7 09 7 slopes 10 3 3 consistency
3 200,0% 5 08 6 l/abs >0 5 2 2 7 MA prediction
2 500,0% 3 07 5 c(lipid)/c(buffer) >0 10 1 intercept slopes
1 <500% 0,6 4 0 0,00 10 intercept
0 05 3 binding
<0.5 summary
1. step outlier detection
mean x 0,000 n 6
(x-mean(x)} 1,9E-09 1,4E-09 73E-10  60E-11 72E-10  7,9E-09 initial r2: 0,8386
S(rmean(x)§ 1,36-08 skip outlier detection if r2 > 0,98
0,68 072 0,78 083 0,78 021 [ considetoutiier detection
residuals -0,027 0,006 0,000 -0,043 -0,056 0,030
0,0029 check, if estimation of reference assay volume becomes worse after outlier detection
0,0002 0,0000 0,0020 0,0005 0,0008 0,0002
5 0,0036 checking effect of outlier removal on intercept estimation of nt/c
studentized residual -0,55 0,12 1,68 -0,77 -1,04 1,06 1 1 0 1 1 1
0,55 0,12 1,68 0,77 1,04 1,06 albumin conc. [uM] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1 0 1 1 1 (1-fu)ffu 0,0 0,071 0,095 0,166 0,403
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7.8E-05  14E-04 2682,52457w/o outlier with outlier
0,023 0,071 0,095 0,166 0,403 0,02586 239,974 239,968 0,000k
slope 2682,52457 0,9527improvement?  no 34
intercept 0,00060 accept outlier:  no
I3 0,9527 abs(studentized residuals) 0,55 0,12 0,77 1,04 1,06 1,04
2. step outlier detection 7,4091E-06  1,33364E-05 4,32099E-05  7,77778E-05 0,00014
mean x 0,000 n 5 0,0 01 01 0,4
(x-mean(x)f 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S(x-mean(x)j 0,00
0,60 0,64 0,79 076 021
residuals 0,003 0,035 -0,021 -0,043 0,027 second tier r2: 0,9527
0,0000 0,0004 0,0002 0,0006 0,0002 skip outlier detection if r2 > 0,98
§ 0,0014 ouﬂler detection
studentized residual 0,09 1,15 -0,64 -1,31 1,57
0,09 1,15 0,64 1,31 1,57 no outliers will be recorded if there are only 3 or less points left at step 1 or 2
1 1 0 1 1 1
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
0,023 0,071 0,095 0,166 0,403
slope 2682,52457 3,73E-04
intercept 0,00060
0,9527
Standard Error 1
1 1 0 1 1 1
| 1t i v v vi L00E+00
[Alin [M] 4,887 4,668 4236 4566 4,287 3563 1,00E:01
[B]in [M] 7,409 13,336 24005 43210 77,778 140,000 1.00E+
[AB]in [M] 0113 0,332 0764 0434 0713 1,437
KD 3,2E-04 1,86-04 4,5E-04 4,6E-04  3,4E-04 g H0EO
3,5E-04 1,00E-04
SE(KD) 5,095E-05 100E05
b 0,651 0,763 0,567 0,559 0,631
63.4% 1,00E-06
SE(fh) 3,673% 1,00E-07
n 5 1,00E-08
| [ n % v Vi
well
3,16E-04 1,83E-04 1,00E-12  4,50E-04 4,63E-04 3,44E-04

checking effect of outlier removal on intercept estimation of 1/signa
1 1 0 1 1 1
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3,61E-03 3,78E-03 3,87E-03 4,12E-03 4,95E-O0:
9,46885w/0 outlier with outlier
0,00353 0,004 0,004
0,9527improvemer no

0,0000k




ve

test article No 2 SL5
5,000uM O nm/amu
adj. Refl 1,50 M av ref too low
Ref2 0,00Qghigh ref diff M max ref ok
Signal Reference: 1,500 1,500 1,500 1,500 1,500 1,500
TRANSIL well: | 1 m v \ |
Signal in TRANSIL wells: 1,100na na na na na
Ref 1 <> Ref 2
missing values
1 o] o] [o] o] [o]
outlier detection
consistenc ok inconsistent inconsistent inconsistent inconsistent inconsistent
saturation ok na na na na na|
statisticg #DIV/O!” #DIV/0!” #DIV/0!” #DIV/0!” #DIV/O! na|
r’= NaN
QC index: 0,0 kp= NaN fb= < 29,6%
warning messageQ%DIV/O!
consistency check
signal < reference 1 1 o [o] o o [0}
binding > 0% 1 1 1 1 1 1
steady increase in binding & summary 1 1 o] o] o] o] [o]
removal of outliers due to saturation
albumin conc. [M] o 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1/signal in TRANSIL well 9,09E-01 H#WERT! H#WERT! " H#WERT! " H#WERT! H#WERT!
nt [nmol] 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
fb in assay 26,7% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
(1-fu)/fu 0,364 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
saturation threshold 99,999%
systematic outlier (saturation) 1 1 1 1 1 1
consistent saturation 1 1 1 1 1 1
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu 0,364 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
slope -1242,36766
intercept 0,12391
2 0,1785
prediction: (1-fu)/fu 1,1E-01 1,1E-01 9,4E-02 7,0E-02 2,7E-02 -5,0E-02
outlier due to saturation and consistency 1 0] o] [o] 0] o]
statistical outlier detection & removal
albumin conc. [M] 7,4E-06
(a-fu)/fu 0,364
slope #DIV/O!
intercept " #DIV/O!
’
r #DIV/O!
prediction " #DIV/O!
residuals
standarized residuals
Threshold 15
statistical outlier  err " #DIv/ol ©  #DIV/O! " wpoivior 7 #DIV/O! . #DIV/O! 0
" #DIV/O! #DIV/O! " wpoivior 7 #DIV/O! . #DIV/O!
" #DIV/O! #DIV/O! " wpivior 7 #DIV/O! " #DIV/O!
slope 7 #DIV/O! #DIV/O!
intercept 7 #DIV/O!
-
r #DIV/O!
prediction”_#DIv/0t "~ #DIv/or "~ #DIV/O0! " #DIV/O! " #DIV/O! " #DIV/O! " #DIV/O!
outlier
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu " #DIvior " #DIV/O! " #DIV/O! #DIV/O! " #DIV/0! 0,000
Binding QC
no. of binding sites 1
conc. protein-compound complex [uM] 1,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
free protein con. [uM] 6,08 13,34 24,01 43,21 77,78 140,00
free protein con. [M] o 6,1E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
binding sites covered [%] 18,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

warning?

ok

m— signals

e reference

1,600

1,400

1,200

1,000

0,800 -

0,600 -

0,400 -

0,200 -

0,000 -

fb/fu

Kp Estimation

0,00 13D

0,0§+00

-
5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04

-0.20

-0,40

-0,60

-0,80

-1,00

HSA conc. [uM]

1/abs

Reference Check

1,E+00

9,E-01 +#

8,E-01

7,E-01

6,E-01

5,E-01

4,E-01

3,E-01

2,E-01

1,E-01

0,E+00 >

0,0E+00

5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04

HSA conc. [uM]

reg
avg”

#DIV/0!
#DIV/0!

NaN

choice

NaN

value of "-5.0" places outlier markers below visible chart area
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reference QC

albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1signal in TRANSIL well 9,00E-0f  #WERT! HWERT! H#WERT! HWERT! H#WERT!
valid albumin conc. [uM] #DIV/Or " #DIV/O! #DIV/O! #DIV/0! #DIV/O!
valid 1/signal " #DIvV/Ol T #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! " #DIV/O!
slope " #DIV/O!
intercept " #DIV/O!
,
s #DIV/O!
predicted 1/signal #DIV/0! ~ #DIV/Ol "~ #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! " #DIV/O! " #DIV/O!
Predicted Reference Value " #DIV/O!
Actual Reference Value 1,50
Relative deviation -
QC index#DIV/O! warning messages
’ - ’ -
no. data points #DIV/O! reference #WERT! 1> MA prediction #DIV/O! ref. Treatment 10 ref > signal consistency 0 data points  #DIV/O!  #DIV/O!
10,0%  #WERT! 0,9999 #DIV/O! A 6 6 reference #WERT!  #WERT!
6" #DIV/O! 20,094  #WERT! 0,999 #DIV/O! ™M 10 5 5 ref. Treatment
57 #DIV/O! 50,0  #WERT! 0,99 #DIV/O! R 4 4 ref > signareferences X
4" #DIV/O! 100,0% #WERT! 0,9” #DIV/O! slopes’ #DIV/O! 3 3 consistencydata not ca X
3 #DIV/O! 200,0%  #WERT! 0,8 #DIV/O! 1/abs > 0 #DIV/O! 2 2 r* MA prediction #DIV/O! ~ #DIV/O!
2" #DIV/O! 500,09  #WERT! 0,77 #DIV/O! c(lipid)/c(buffer) >6 #DIV/O! 1 intercept slopes #DIV/O! " #DIV/O!
1" #DIv/O! <500%  #WERT! 06" #DIV/O! 0 " #DIvV/Or T #DIV/O! intercept” #DIV/O! " #DIV/O!
0" #DIV/O! 0,57 #DIV/O! bindin:
<0.5" #DIV/0! summary #DIV/0!
1. step outlier detection
mean x 0,000 n 1
(x,»—mean(x)i 0,0E+00 initial r2: " #DIV/O!
S(x+mean(x)} 0,0E+00 skip outlier detection if 0,98
" #DIV/O! [#Divioloutlier detection
residuals
" #DIV/O! check, if estimation of reference assay volume becomes worse after outlier detection
’
1
, " #WERT! . _ . o
s #WERT! checking effect of outlier removal on intercept estimation of nt/c
studentized residual " H#WERT! " #DIV/O! [0 (0] o] o (0]
" HWERT! albumin conc. [uM] #DIv/O!
" #DIV/O! #DIV/O! " #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! o (1-fu)/fu” #DIV/O!
" #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! " #DIV/O! " #DIV/O! wio outlier with outlier
" #DIv/ol T #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! " #DIV/O! " #DIV/O! " #DIV/O! #DIV/O! #DIV/0I” #DIV/O!
slope " #DIV/O! " #DIV/O! improveme” #DIV/O! #DIV/O!
intercept " #DIV/O! accept outl” #WERT!
2 #DIV/O! abs(studentized residuals)#DIV/O! #DIV/O!
2. step outlier detection " #DIV/O!
mean x " #DIV/O! n" #DIV/O! " #DIV/O!
(x-mean(x)j
S(mean(x)j 0,00
residuals second tier r2: " #DIV/0!
skip outlier detection if 0,98
s? 0,0000 outlier detection
studentized residual
no outliers will be recorded if there are only 3 or less points left at step 1 or 2
" #DIv/ol T #DIV/O! " wpiviot T #DIV/O! " #DIV/O! o
" #DIv/ol T #DIV/O! " wpIviol T #DIV/O! " #DIV/O!
" #DIvV/Ol T #DIVIO! " spivior " #DIV/O! " #DIV/O!
slope " #DIVIO! T #DIVIO!
intercept " #DIV/O!
P #DIV/0!
Standard Error 1,00E+01
" #DIv/Ol T #DIVIO! #DIviol #DIV/O! " #DIV/O! o 1.00E+00
| Il n \% v i !
[A] in [M] 3,667 5,000 5,000 5,000 5,000 5,000 1,00E-01
[Blin [M] 7,409 13,336 24,005 43,210 77,778 140,000 1,00E-02
[AB] in [M] 1,333 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1.00E-0
KD " #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! e
" #DIV/O! 1,00E-04
SE(KD) 1,00E-05
b " #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! 1.00E-0
" #DIV/O! '
SE(fb) 1,00E-07
n [o] 1,00E-08
1 n v Vv \
well
" #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! 1,00E-12
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test article No 3 SL4
5,000uM 0 nm/amu
adj. Refl 2,403 A av ref ok
Ref2 2,10qref diff ok max ref ok
Signal Reference: 2,250 2,250 2,250 2,250 2,250 2,250
TRANSIL well: I n 1 v \ Vi
Signal in TRANSIL wells: 1,300 0,900 0,500 0,400na na
missing values
1 1 1 1 [o] 0
outlier detection
consistenc ok ok ok ok inconsistent inconsistent
saturation ok ok ok ok na na|
statisticg ok ok ok ok na naj
r’=0,93265
QC index: 7.4 kp= 9,10E-06 fb= 98,5%= 0,093%
warning messageseferences exceed signal: solubility problem? data not consistent,
consistency check
signal < reference 4 1 1 1 1 o] 0]
binding > 0% 1 1 1 1 1 1
steady increase in binding & summary 4 1 1 1 1 [o] [o]
removal of outliers due to saturation
albumin conc. [M] o] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1/signal in TRANSIL well 7,69E-01 1,11E+00 2,00E+00 2,50E+00 H#WERT! " #WERT!
nt [nmol] 1,2 1,2 1,2 1.2 1,2 1,2
fb in assay 42,2% 60,0% 77,8% 82,2% 0,0% 0,0%
(1-fu)/fu 0,731 1,500 3,500 4,625 0,000 0,000
saturation threshold 99,999%
systematic outlier (saturation) 1 1 1 1 1 1
consistent saturation 1 1 1 1 1 1
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu 0,731 1,500 3,500 4,625 0,000 0,000
slope -17135,32614
intercept 2,59912
s 0,2017
prediction: (1-fu)/fu 2,5E+00 2,4E+00 2,2E+00 1,9E+00 1,3E+00 2,0E-01
outlier due to saturation and consistency 1 1 1 1 [o] [o]
statistical outlier detection & removal
albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05
(A-fuy/fu 0,731 1,500 3,500 4,625
slope 109941,50245
intercept 0,17131
s 0,9326
prediction 0,986 1,638 2,811 4,922
residuals -0,255 -0,138 0,689 -0,297
standarized residuals 0,000 0,000 1,484 0,000
Threshold 15
statistical outlier 4 1 1 1 1 0 0
7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05
0,731 1,500 3,500 4,625
slope 109941,50245 9,10E-06
intercept 0,17131
r 0,9326
prediction 0,171 0,986 1,638 2,811 4,922 8,722 15,563
outlier
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu -5,000 -5,000 -5,000 -5,000 0,000 0,000
Binding QC
no. of binding sites 1
conc. protein-compound complex [uM] 2,11 3,00 3,89 4,11 0,00 0,00
free protein con. [uM] 5,30 10,34 20,12 39,10 77,78 140,00
free protein con. [M] (o] 5,3E-06 1,0E-05 2,0E-05 3,9E-05 7,8E-05 1,4E-04
binding sites covered [%)] 28,5% 22,5% 16,2% 9,5% 0,0% 0,0%

warning?

ok

— signals

2,500

2,000

1,500

1,000

0,500 -+

0,000 -+

e reference

Vi

b/ fu

Kp Estimation

HSA conc. [uM]

15E-04

l/abs

8,E+00

7,E+00

6,E+00

5,E+00

4,E+00

3,E+00

2,E+00

1,E+00

0,E+00

0,0E+00

Reference Check

5,0E-05 1,0E-04

HSA conc. [uM]

1,5E-04

reg
avg

9,10E-06
7,09E-06

0,93265

choice

9,10E-06

value of "-5.0" places outlier markers below visible chart area
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reference QC

albumin conc. [M] 0 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1/signal in TRANSIL well 7,69E-01 1,11E+00 2,00E+00 2,50E+00 #WERT! #WERT!
valid albumin conc. [uM] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05
valid 1/signal 7,7E-01 1,1E+00 2,0E+00  2,5E+00
slope 48862,88998
intercept 0,52058
0,9326
predicted 1/signal 1 8,8E-01 1,2E+00 1,7E+00 2,6E+00 4,3E+00 7,4E+00
Predicted Reference Value 1,92
Actual Reference Value 2,25
Relative deviation 14,6%
QC index7,4 warning messages
no. data points reference 9 > MA prediction 7 ref. Treatment 10 ref > signal consistency 3 data points
10,0% 0,9999 A 10 6 6 reference
6 20,0% 9 0,999 M 5 5 ref. Treatment
5 50,0% 8 0,99 R 4 4 3 ref > signakeferences excee¢
4 6 100,0% 7 0,9 7 slopes 10 3 3 consistencydata not consiste
3 200,0% 5 0,8 6 1/abs > 0 5 2 2 > MA prediction
2 500,0% 3 0,7 5 c(lipid)/c(buffer) >0 10 1 intercept slopes
1 <500% 0,6 4 0 0,17 10 intercept
0 0,5 3 binding
<0.5 summaryreferences exceed signal: solubility problem? data nc
1. step outlier detection not consistent
mean x 0,000 n 4
()q-mean(x)i 2,1E-10 7,5E-11 4,1E-12 4,5E-10 initial r2: 0,9326
S(x-mean(x)j 7,4E-10 skip outlier detection if r2 > 0,98
0,46 0,65 0,74 0,14 [ considefoutiier detection
residuals -0,255 -0,138 0,689 -0,297
0,2158 check, if estimation of reference assay volume becomes worse after outlier detection
0,0325 0,0095 0,2377 0,0441
s 0,3238 checking effect of outlier removal on intercept estimation of nt/c
studentized residual -0,66 -0,30 1,40 -1,38 1 1 1 1
0,66 0,30 1,40 1,38 albumin conc. [uM] 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1 1 1 0 0 (1-fu)ffu 0,7 1,500 3,500 4,625
7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 109941,50245w/0 outlier with outlier
0,731 1,500 3,500 4,625 0,17131 239,829 239,829 0,000k
slope 109941,50245 0,9326improvement?  no 1,0
intercept 0,17131 accept outlier:  na
0,9326 abs(studentized residuals) 0,66 0,30 1,40 1,38
2. step outlier detection 7,4091E-06 1,33364E-05 2,40055E-05 4,32099E-05
mean x 0,000 n 4 0,7 15 4,6
(x-mean(x)§ 0,00 0,00 0,00 0,00
S(xmean(x)j 0,00
0,46 0,65 0,74 0,14
residuals -0,255 -0,138 0,689 -0,297 second tier r2: 0,9326
0,0325 0,0095 0,2377 0,0441 skip outlier detection if r2 > 0,98
s? 0,3238 oullier detection
studentized residual -0,66 -0,30 1,40 -1,38
0,66 0,30 1,40 1,38 no outliers will be recorded if there are only 3 or less points left at step 1 or 2
1 1 1 1 0 0
7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05
0,731 1,500 3,500 4,625
slope 109941,50245 9,10E-06
intercept 0,17131
0,9326
Standard Error 1,00E+01
1 1 1 . 0 0 1,00E+00
| I m [\ v Vi "
[A] in [M] 2,889 2,000 1,111 0,889 5,000 5,000 1,00E-01
[B]in [M] 7,409 13,336 24,005 43,210 77,778 140,000 1,00E-02
[AB] in [M] 2,111 3,000 3,889 4,111 0,000 0,000 L00E03
KD 7,2E-06 6,9E-06 5,7E-06 8,5E-06 2
7,1E-06 1,00E-04
SE(KD) 5,573E-07 1,00E-05
fb 0,988 0,988 0,990 0,986 1.00E-06
98,8%
SE(fb) 0,093% 1.008-07
n 4 1,00E-08
| 1 n v v Vi
well
7,25E-06 6,89E-06 5,75E-06  8,45E-06 1,00E-12 1,00E-12
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test article No 4 SL6
—— signals — reference
5,000puM O nm/amu 80.000
adj. Refl 69.60g A av ref ok 70,000
Ref2 67,80Qref diff ok max ref ok
Signal Reference: 68,700 68,700 68,700 68,700 68,700 68,700 60,000 7
TRANSIL well: 1 I ] v \ \ 50,000 1
Signal in TRANSIL wells: 60,100 60,600 43,200 42,400 24,000 16,500 ok
40,000 +
- 30,000 -
missing values
1 1 1 1 1 1 20,000 -
outlier detection 10.000 4
consistenc ok ok ok ok ok ok '
saturation| ok ok ok ok ok ok 0,000 -
statisticg ok ok ok ok ok ok| ! n m v v Vi
r’=0,98159
QC index: 9,4 kp= 4,25E-05 fb= 93,3%=* 1,255% B j
warning messages: Kp Estimation
consistency check 350
signal < reference 6 1 1 1 1 1 1 »
binding > 0% 1 1 1 1 1 1 300 /
steady increase in binding & summary 6 1 1 1 1 1 1 2,50
removal of outliers due to saturation = 2,00
albumin conc. [M] o] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 = 150 /
1/signal in TRANSIL well 1,66E-02 1,65E-02 2,31E-02 2,36E-02 4,17E-02 6,06E-02 = ! /
nt [nmol] 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1.00
fb in assay 12,5% 11,8% 37,1% 38,3% 65,1% 76,0% 0550 o o
(1-fu)/fu 0,143 0,134 0,590 0,620 1,863 3,164 0.00 /
saturation threshold 99,999% '0,06+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04
systematic outlier (saturation) 1 1 1 1 1 1 -0.50
consistent saturation 1 1 1 1 1 1 -1,00
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu 0,143 0,134 0,590 0,620 1,863 3,164 HSA conc. [uM]
slope 23511,64461
intercept -0,11249
r? 0,9816 Reference Check
prediction: (1-fu)/fu 6,2E-02 2,0E-01 4,5E-01 9,0E-01 1,7E+00 3,2E+00
7E-02
outlier due to saturation and consistency 1 1 1 1 1 1 6,5-02 o8
statistical outlier detection & removal 5E.02 /
albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 0,000 ' /
(1-fu)/fu 0,143 0,134 0,590 0,620 1,863 3,164 é 4E-02
slope 23511,64461 s /
intercept -0,11249 3,E-02
? 0,9816 /
prediction 0,062 0,201 0,452 0,903 1,716 3,179 2,E-02 /
residuals 0,081 -0,067 0,138 -0,283 0,146 -0,016 1E02
standarized residuals 0,501 0,000 0,851 0,000 0,900 0,000 '
Threshold 1,5 0,E+00
statistical outlier 6 1 1 1 1 1 1 0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04
7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 HSA conc. [uM]
0,143 0,134 0,590 0,620 1,863 3,164 )
slope 23511,64461 4,25E-05
intercept -0,11249
2 0,9816 reg 4,25E-05 0,98159
prediction -0,112 0,062 0,201 0,452 0,903 1,716 3,179 avg 5,50E-05 1
outlier choice 4,25E-05
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(A-fu)/fu -5,000 -5,000 -5,000 -5,000 -5,000 -5,000 value of "-5.0" places outlier markers below visible chart area
Binding QC
no. of binding sites 1
conc. protein-compound complex [uM] 0,63 0,59 1,86 1,91 3,25 3,80
free protein con. [uM] 6,78 12,75 22,15 41,30 74,52 136,20
free protein con. [M] o 6,8E-06 1,3E-05 2,2E-05 4,1E-05 7,5E-05 1,4E-04
binding sites covered [%] 8,4% 4,4% 7,7% 4,4% 4,2% 2,7%

warning?
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reference QC

albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1/signal in TRANSIL well 1,66E-02 1,65E-02 2,31E-02  2,36E-02 4,17E-02  6,06E-02
valid albumin conc. [uM] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
valid 1/signal 1,7E-02 1,7E-02 2,3E-02 2,4E-02 4,2E-02 6,1E-02
slope 342,23646
intercept 0,01292
s 0,9816
predicted 1/signal 1,5E-02 1,7E-02 2,1E-02 2,8E-02 4,0E-02 6,1E-02
Predicted Reference Value 77,41
Actual Reference Value 68,70
Relative deviation 11,2%
QC index9,4 warning messages
no. data points 10 reference 9 > MA prediction 7 ref. Treatment 10 ref > signal 10 consistency 10 data points
10,0% 0,9999 A 10 6 10 6 10 reference
6 10 20,0% 9 0,999 M 5 5 ref. Treatment
5 50,0% 8 0,99 R 4 4 ref > signal
4 100,0% 7 0,9 7 slopes 10 3 3 consistency
3 200,0% 5 0,8 6 1/abs >0 5 2 2 ? MA prediction
2 500,0% 3 0,7 5 c(lipid)/c(buffer) >0 10 1 intercept slopes
1 <500% 0,6 4 0 -0,11 10 intercept
0 0,5 3 binding
<0.5 summary
1. step outlier detection
mean x 0,000 n 6
(x-mean(x)i 1,9E-09 1,4E-09 7,3E-10 6,0E-11 7,2E-10 7,9E-09 initial r2: 0,9816
S(x—mean(x)i 1,3E-08 skip outlier detection if r2 > 0,98
0,68 0,72 0,78 0,83 0,78 0,21 [ omitoutlier detection
residuals 0,081 -0,067 0,138 -0,283 0,146 -0,016
0,0264 check, if estimation of reference assay volume becomes worse after outlier detection
0,0017 0,0011 0,0048 0,0200 0,0054 0,0001
s? 0,0330 checking effect of outlier removal on intercept estimation of nt/c
studentized residual 0,54 -0,44 0,86 -1,71 0,91 -0,19 1 1 1 1 1 1
0,54 0,44 0,86 1,71 0,91 0,19 albumin conc. [uM] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1 1 1 1 1 (1-fu)/fu 0,1 0,134 0,590 0,620 1,863 3,164
7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 23511,64461w/0 outlier with outlier
0,143 0,134 0,590 0,620 1,863 3,164 -0,12638 240,126 240,112 0,000k
slope 23511,64461 0,9816improvement?  no 1,0
intercept -0,11249 accept outlier:  na
0,9816 abs(studentized residuals) 0,54 0,44 0,86 1,71 0,91 0,19 1,71
2. step outlier detection 7,4091E-06 1,33364E-05 2,40055E-05 7,77778E-05 0,00014
mean x 0,000 n 6 0,1 0,1 0,6 1,9 3,2
(x-mean(x)} 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S(xmean(x)j 0,00
0,68 0,72 0,78 0,83 0,78 0,21
residuals 0,081 -0,067 0,138 -0,283 0,146 -0,016 second tier r2: 0,9816
0,0017 0,0011 0,0048 0,0200 0,0054 0,0001 skip outlier detection if r2 > 0,98
§ 0,0330 [ omitloutiier detection
studentized residual 0,54 -0,44 0,86 -1,71 0,91 -0,19
0,54 0,44 0,86 1,71 0,91 0,19 no outliers will be recorded if there are only 3 or less points left at step 1 or 2
1 1 1 1 1 1
7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
0,143 0,134 0,590 0,620 1,863 3,164
slope 23511,64461 4,25E-05
intercept -0,11249
0,9816
Standard Error 1,00E+01
1 1 1 1 1 1
1 I n v v Vi 1.00E+00
[A]in [M] 4,374 4,410 3,144 3,086 1,747 1,201 1,00E-01
[B] in [M] 7,409 13,336 24,005 43,210 77,778 140,000 1.00E-02
[AB] in [M] 0,626 0,590 1,856 1,914 3,253 3,799
KD 4,7E-05 9,5E-05 3,8E-05  6,7E-05 4,0E-05  4,3E-05 g 100E0
5,5E-05 1,00E-04
SE(KD) 9,117E-06 1.00E-05
fb 0,925 0,860 0,940 0,898 0,936 0,932 1 00E-06
91,5% '
SE(fb) 1,255% 1,00E-07
n 6 1,00E-08
1 n v v i
well
4,74E-05 9,54E-05 3,75E-05 6,66E-05 4,00E-05 4,31E-05
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test article No 5 SL7
m—— signals e reference
5,000uM 0nm/amu 4.500
adj. Refl 4,703 A av ref ok 4,000
Ref2 3,800ref diff ok max ref ok 3,500 1
Signal Reference: 4,250 4,250 4,250 4,250 4,250 4,250
TRANSIL well: 1 1l m v \Y Vi 3,000 7
Signal in TRANSIL wells: 3,800 3,300 2,000 1,900 1,300 0,900 ok 2,500 -
2,000 -
missing values 1,500 +
1 1 1 1 1 1 1,000 1
outlier detection
consistency ok ok ok ok ok okK| 0,500 7
saturation ok ok ok ok ok ok 0,000 -
statisticg ok ok outlier ok ok ok| | 1] n [\ \Y Vi
r’=0,99481
QC index: 9,6 kp= 3,65E-05 fb= 94,2%=* 0,695% . .
warning messages: Ko Estimation
consistency check 5.00
signal < reference 6 1 1 1 1 1 1
binding > 0% 1 1 1 1 1 1 4,00
steady increase in binding & summary 6 1 1 1 1 1 1 /
removal of outliers due to saturation - 3,00
albumin conc. [M] [0} 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 E /
1/signal in TRANSIL well 2,63E-01 3,03E-01 5,00E-01 5,26E-01 7,69E-01 1,11E+00 - 2,00
nt [nmol] 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 /
fb in assay 10,6% 22,4% 52,9% 55,3% 69,4% 78,8% 1,00 | @
(1-fu)/fu 0,118 0,288 1,125 1,237 2,269 3,722
saturation threshold 99,999% 0,00
systematic outlier (saturation) 1 1 1 1 1 1 0.0E+00 5.0E-05 1,0E-04 1.5E-04
consistent saturation 1 1 1 1 1 1 -1,00
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
a-fu)/fu 0,118 0,288 1,125 1,237 2,269 3,722 HSA conc. [uM]
slope 26393,53144
intercept 0,11501
? 0,9749 Reference Check
prediction: (1-fu)/fu 3,1E-01 4,7E-01 7,5E-01 1,3E+00 2,2E+00 3,8E+00
1,E+00
outlier due to saturation and consistency 1 1 1 1 1 1 1,E+00 /
statistical outlier detection & removal /
albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 0,000 8,E-01
(A-fu)/fu 0,118 0,288 1,125 1,237 2,269 3,722 2 /
slope 26393,53144 = 6,E-01
intercept 0,11501 /
? 0,9749 4,E-01
prediction 0,311 0,467 0,749 1,255 2,168 3,810 /
residuals -0,192 -0,179 0,376 -0,019 0,101 -0,088 2,E-01
standarized residuals 0,000 0,000 1,759 0,000 0,474 0,000
Threshold 1,5 0,E+00
statistical outlier 5 1 1 [0} 1 1 1 0.0E+00 S.0E-05 1.0E-04 1.5E-04
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 HSA conc. [uM]
0,118 0,288 1,237 2,269 3,722
slope 27418,68036 3,65E-05
intercept -0,01803
P 0,9948 reg 3,65E-05 0,99481
prediction -0,018 0,185 0,348 0,640 1,167 2,115 3,821 avg 4,05E-05 1
outlier choice 3,65E-05
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu -5,000 -5,000 1,125 -5,000 -5,000 -5,000 value of "-5.0" places outlier markers below visible chart area
Binding QC
no. of binding sites 1
conc. protein-compound complex [uM] 0,53 1,12 2,65 2,76 3,47 3,94
free protein con. [uM] 6,88 12,22 21,36 40,45 74,31 136,06
free protein con. [M] [0} 6,9E-06 1,2E-05 2,1E-05 4,0E-05 7,4E-05 1,4E-04
binding sites covered [%] 7,1% 8,4% 11,0% 6,4% 4,5% 2,8%

warning?
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reference QC

albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1/signal in TRANSIL well 2,63E-01 3,03E-01 5,00E-01 5,26E-01 7,69E-01 1,11E+00
valid albumin conc. [pM] 7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
valid 1/signal 2,6E-01 3,0E-01 5,3E-01 7,7E-01 1,1E+00
slope 6451,45420
intercept 0,23105
s 0,9948
predicted 1/signal 2,8E-01 3,2E-01 3,9E-01 5,1E-01 7,3E-01 1,1E+00
Predicted Reference Value 4,33
Actual Reference Value 4,25
Relative deviation 1,8%
QC index9,6 warning messages
no. data points reference 10 r* MA prediction 8 ref. Treatment 10 ref > signal 10 consistency 10 data points
10,0% 10 0,9999 A 10 6 10 6 10 reference
6 20,0% 9 0,999 M 5 5 ref. Treatment
5 50,0% 8 0,99 8 R 4 4 ref > signal
4 100,0% 7 0,9 7 slopes 10 3 3 consistency
3 200,0% 5 0,8 6 1/abs > 0 5 2 2 2 MA prediction
2 500,0% 3 0,7 5 c(lipid)/c(buffer) >0 10 1 intercept slopes
1 <500% 0,6 4 0 -0,02 10 intercept
0 0,5 3 binding
<0.5 summary
1. step outlier detection
mean x 0,000 n 6
(%-mean(x)} 1,9E-09 1,4E-09 7,3E-10  6,0E-11 7,2E-10  7,9E-09 initial r2: 0,9749
S(x—mean(x)i 1,3E-08 skip outlier detection if r2 > 0,98
0,68 0,72 0,78 0,83 0,78 0,21 [ considetoutlier detection
residuals -0,192 -0,179 0,376 -0,019 0,101 -0,088
0,0458 check, if estimation of reference assay volume becomes worse after outlier detection
0,0092 0,0080 0,0354 0,0001 0,0026 0,0019
5 0,0573 checking effect of outlier removal on intercept estimation of nt/c
studentized residual -0,97 -0,88 1,79 -0,09 0,48 -0,80 1 1 [¢] 1 1 1
0,97 0,88 1,79 0,09 0,48 0,80 albumin conc. [uM] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1 (0] 1 1 1 (1-fu)/fu 0,1 0,288 1,237 2,269 3,722
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 27418,68036n/0 outlier with outlier
0,118 0,288 1,237 2,269 3,722 -0,10998 240,110 239,885 0,000k
slope 27418,68036 0,9948improvement?  no 4,8
intercept -0,01803 accept outlier:  no
2 0,9948 abs(studentized residuals) 0,97 0,88 0,09 0,48 0,80 0,97
2. step outlier detection 7,4091E-06 1,33364E-05 4,32099E-05 7,77778E-05 0,00014
mean x 0,000 n 5 0,3 1,2 2,3 3,7
(x-mean(x)j 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S(xmean(x)} 0,00
0,60 0,64 0,79 0,76 0,21
residuals -0,067 -0,060 0,070 0,155 -0,098 second tier r2: 0,9948
0,0015 0,0012 0,0016 0,0080 0,0032 skip outlier detection if r2 > 0,98
§? 0,0155 [ omidoutiier detection
studentized residual -0,69 -0,60 0,64 1,42 -1,72
0,69 0,60 0,64 1,42 1,72 no outliers will be recorded if there are only 3 or less points left at step 1 or 2
1 1 [0} 1 1 1
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
0,118 0,288 1,237 2,269 3,722
slope 27418,68036 3,65E-05
intercept -0,01803
[ 0,9948
Standard Error 1,00E+01
1 1 [0} 1 1 1
I Il i v v Vi 1.00E+00
[Al in [M] 4,471 3,882 2,353 2,235 1,529 1,059 1,00E-01
[B]in [M] 7,409 13,336 24,005 43,210 77,778 140,000 1,00E-02
[AB] in [M] 0,529 1,118 2,647 2,765 3,471 3,941 1 00E03
KD 5,8E-05 4,2E-05 3,3E-05 3,3E-05 3,7E-05 2"
4,1E-05 1,00E-04
SE(KD) 4,743E-06 1,00E-05
fb 0,910 0,933 0,947 0,947 0,941 1.00E-06
93,6% !
SE(fb) 0,695% 1,006-07
n 5 1,00E-08
1 n v v VI
well
5,81E-05 4,24E-05 1,00E-12  3,27E-05 3,27E-05 3,66E-05
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test article No 6 SL 14
m—— signals e reference
5,000uM 0nm/amu 120,000
adj. Refi 90,70t R av ref too low
Ref2 ss,sogref diff ok max reftoo low R 100.000
Signal Reference: 95,500 95,500 95,500 95,500 95,500 95,500
TRANSIL well: 1 Il m v \ \Y 80,000 -
Signal in TRANSIL wells: 95,500 71,700na 45,000 35,800 18,300 ok
60,000
missing values 40,000 -
1 1 [0 1 1 1
outlier detection 20,000 -
consistenc ok ok inconsistent ok ok ok
saturation, reference ok na ok ok ok 0,000 -+
statisticqg ok ok na ok outlier ol ! n n I\ v \
r’=0,99871
QC index: 8,1 kp= 3,19E-05 fb= 94,9%= 0,206% . .
" . . -~ . Kp Estimation
warning messageseferences exceed signal: solubility problem? data not consistent,
consistency check 5.00
signal < reference 4 (o} 1 (o} 1 1 1
binding > 0% 1 1 1 1 1 1 4,00 »
steady increase in binding & summary 5 1 1 [o] 1 1 1 /
removal of outliers due to saturation = 3,00
albumin conc. [M] (o) 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 =
1/signal in TRANSIL well 1,05E-02 1,39E-02 #WERT! 2,22E-02 2,79E-02  5,46E-02 = 2.00
nt [nmol] 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 /O
fb in assay 0,0% 24,9% 0,0% 52,9% 62,5% 80,8% 1,00
(1-fu)/fu 0,000 0,332 0,000 1,122 1,668 4,219 /
saturation threshold 99,999% 0,00 1
systematic outlier (saturation) 1 1 1 1 1 1 0.08+00 5.0E-05 1,0E-04 1.5€-04
consistent saturation 1 1 1 1 1 1 -1,00
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu/fu 0,000 0,332 0,000 1,122 1,668 4,219 HSA conc. [(uM]
slope 31317,99469
intercept -0,37246
2 0,9641 Reference Check
prediction: (1-fu)/fu -1,4E-01 4,5E-02 3,8E-01 9,8E-01 2,1E+00 4,0E+00
6,E-02
outlier due to saturation and consistency 1 1 [o] 1 1 1 5,E-02 /
statistical outlier detection & removal /
albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 0,000 4,E-02
(1-fu)/fu 0,000 0,332 1,122 1,668 4,219 2 /
slope 30284,83395 = 3,E-02 -
intercept -0,23838 /
s 0,9750 2,E-02
prediction -0,014 0,166 1,070 2,117 4,001 /
residuals 0,014 0,166 0,052 -0,450 0,217 1,E-02 4
standarized residuals 0,053 0,629 0,197 0,000 0,821
Threshold 1,5 0,E+00
statistical outlier 4 1 1 o] 1 [o] 1 0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 1,4E-04 HSA conc. [uM]
0,000 0,332 1,122 4,219
slope 31350,44746 3,19E-05
intercept -0,18034
? 0,9987 reg 3,19E-05 0,99871
prediction -0,180 0,052 0,238 0,572 1,174 2,258 4,209 avg 3,49E-05 1
outlier choice 3,19E-05
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu -5,000 -5,000 0,000 -5,000 1,668 -5,000 value of "-5.0" places outlier markers below visible chart area
Binding QC
no. of binding sites 1
conc. protein-compound complex [uM] 0,00 1,25 0,00 2,64 3,13 4,04
free protein con. [uM] 7,41 12,09 24,01 40,57 74,65 135,96
free protein con. [M] o 7,4E-06 1,2E-05 2,4E-05 4,1E-05 7,5E-05 1,4E-04
binding sites covered [%] 0,0% 9,3% 0,0% 6,1% 4,0% 2,9%

warning?




ey

reference QC
albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1/signal in TRANSIL well 1,05E-02 1,39E-03 #WERT! 2,22E-02 2,79E-02  5,46E-02
valid albumin conc. [uM] 7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 1,4E-04
valid 1/signal 1,0E-02 1,4E-02 2,2E-02 5,5E-02
slope 328,27694
intercept 0,00858
s 0,9987
predicted 1/signal 1,1E-02 1,3E-02 1,6E-02 2,3E-02 3,4E-02 5,5E-02
Predicted Reference Value 116,51
Actual Reference Value 95,50
Relative deviation 18,0%
QC index8,1 warning messages
no. data points reference 9 ? MA prediction 8 ref. Treatment 10 ref > signal consistency 6 data points
10,0% 0,9999 A 6 6 reference
6 20,0% 9 0,999 M 5 5 6 ref. Treatment
5 50,0% 8 0,99 8 R 10 4 4 ref > signafreferences excee X
4 100,0% 7 0,9 7 slopes 10 3 3 consistencydata not consiste X
3 200,0% 5 0,8 6 1/abs > 0 5 2 2 ¥ MA prediction
2 500,0% 3 0,7 5 c(lipid)/c(buffer) >0 10 1 intercept slopes
1 <500% 0,6 4 (0] -0,18 10 intercept
0 0,5 3 binding
<0.5 summaryreferences exceed signal: solubility problem? data nc
1. step outlier detection data not consistent
mean x 0,000 n 5
(%-mean(x)§ 2,4E-09 1,8E-09 1,7E-10 4,6E-10  7,0E-09 initial r2: 0,9750
S(x—mean(x)i 1,2E-08 skip outlier detection if r2 > 0,98
0,60 0,64 0,79 0,76 0,21 [ considefoutlier detection
residuals 0,014 0,166 0,052 -0,450 0,217
0,0699 check, if estimation of reference assay volume becomes worse after outlier detection
0,0001 0,0092 0,0009 0,0674 0,0157
s? 0,0933 checking effect of outlier removal on intercept estimation of nt/c
studentized residual 0,06 0,68 0,19 -1,69 1,55 1 1 0 1 o] 1
0,06 0,68 0,19 1,69 1,55 albumin conc. [uM] 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1 0 1 0 1 (1-fu)/fu 0,0 0,332 1,122 4,219
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 1,4E-04 31350,44746n/0 outlier with outlier
0,000 0,332 1,122 4,219 -0,14977 240,150 240,238 0,00 0k
slope 31350,44746 0,9987improvement?  yes 19,4
intercept -0,18034 accept outlier:  yes
2 0,9987 abs(studentized residuals) 0,06 0,68 0,19 1,55 0,68
2. step outlier detection 7,4091E-06 1,33364E-05 4,32099E-05 0,00014
mean x 0,000 n 4 0,0 1,1 4,2
(x—mean(x)i 0,00 0,00 0,00 0,00
S(xmean(x)} 0,00
0,58 0,62 0,74 0,05
residuals -0,052 0,094 -0,052 0,010 second tier r2: 0,9987
0,0013 0,0044 0,0014 0,0000 skip outlier detection if r2 > 0,98
5 0,0072 [ omifoutier detection
studentized residual -0,80 1,41 -0,71 0,53
0,80 1,41 0,71 0,53 no outliers will be recorded if there are only 3 or less points left at step 1 or 2
1 1 0] 1 o) 1
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 1,4E-04
0,000 0,332 1,122 4,219
slope 31350,44746 3,19E-05
intercept -0,18034
s 0,9987
Standard Error 1,00E+01
0 1 0 1 0 1 1,00E+00
| n m [\ \% Vi 1 00E-01
[A] in [M] 5,000 3,754 5,000 2,356 1,874 0,958 !
[B] in [M] 7,409 13,336 24,005 43,210 77,778 140,000 1,00E-0:
[AB] in [M] 0,000 1,246 0,000 2,644 3,126 4,042 1.00E-0
KD 3,6E-05 3,6E-05 3,2E-05 2 1.00E-0
3,5E-05 e
SE(KD) 1,355E-06 1,00E-0!
fb 0,942 0,942 0,948 1,00E-Of
94,4%
SE(fb) 0,206% LO0E-07
n 3 1,00E-08
| 1 n v v VI
well
1,00E-12 3,64E-05 1,00E-12 3,61E-05 1,00E-12 3,22E-05
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test article No 7 SL1
m— signals e reference
5,000uM 0nm/amu 35,000
adj. Refl 19,503 R av ref too low 30,000 1
Ref2 8,800high ref diff M max reftoo low R
Signal Reference: 31,000 31,000 31,000 31,000 31,000 31,000 25,000 -
TRANSIL well: I 1l 1 v \2 4
Signal in TRANSIL wells: 31,000 30,500 17,000 16,400 12,600 18,000 ok 20,000
Ref 1 <> Ref 2 15,000 1
missing values 10.000 |
1 1 1 1 1 1] !
outlier detection 5,000 4
consistenc ok ok ok ok ok inconsisten
saturation reference ok ok ok ok na| 0,000
statisticg ok ok outlier ok ok naj ! n m v \4 Vi
r’=0,98116
QC index: 8,1 kp= 4,57E-05 fb= 92,8%=* 16,758% i .
warning messagesiata not consistent, Kp Estimation
consistency check 3,50
signal < reference 5 o} 1 1 1 1 1
binding > 0% 1 1 1 1 1 1 300
steady increase in binding & summary 5 1 1 1 1 1 o) 2,50
removal of outliers due to saturation - 2,00
albumin conc. [M] [0} 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04 E 150 /
1/signal in TRANSIL well 3,23E-02 3,28E-02 5,88E-02 6,10E-02 7,94E-02 5,56E-02 = ’ /
nt [nmol] 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,00 1 @/ ®
fb in assay 0,0% 1,6% 45,2% 47,1% 59,4% 41,9% 0.50
(1-fu)/fu 0,000 0,016 0,824 0,890 1,460 0,722 0.00 / . .
saturation threshold 99,999% '0,06% 00 5,0E-05 1,0E-04 1,56-04
systematic outlier (saturation) 1 1 1 1 1 1 -0.50
consistent saturation 1 1 1 1 1 1 -1,00
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu 0,000 0,016 0,824 0,890 1,460 0,722 HSA conc. [uM]
slope 5787,55190
intercept 0,35720
s 0,2713 Reference Check
prediction: (1-fu)/fu 4,0E-01 4,3E-01 5,0E-01 6,1E-01 8,1E-01 1,2E+00
1,E-01
. . . 1.E-01 Sz
outlier due to saturation and consistency 1 1 1 1 1 o g
statistical outlier detection & removal LE-01 /
albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 ! /
(A-fu)/fu 0,000 0,016 0,824 0,890 1,460 é 8.E-02
slope 20509,16477 s /
intercept -0,04174 6,E-02 - > ~
? 0,8671 /
prediction 0,110 0,232 0,451 0,844 1,553 4E02 /
residuals -0,110 -0,215 0,373 0,046 -0,093 2E-02
standarized residuals 0,000 0,000 1,634 0,201 0,000
Threshold 1,5 0.£4+00
statistical outlier 4 1 1 [o] 1 1 [0} 0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 HSA conc. [uM]
0,000 0,016 0,890 1,460 )
slope 21871,99707 4,57E-05
intercept -0,18326
P 0,9812 reg 4,57E-05 0,98116
prediction -0,183 -0,021 0,108 0,342 0,762 1,518 2,879 avg 3,02E-04 1
outlier choice 4,57E-05
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu -5,000 -5,000 0,824 -5,000 -5,000 0,722 value of "-5.0" places outlier markers below visible chart area
Binding QC
no. of binding sites 1
conc. protein-compound complex [uM] 0,00 0,08 2,26 2,35 2,97 2,10
free protein con. [uM] 7,41 13,26 21,75 40,86 74,81 137,90
free protein con. [M] (o} 7,4E-06 1,3E-05 2,2E-05 4,1E-05 7,5E-05 1,4E-04
binding sites covered [%0] 0,0% 0,6% 9,4% 5,4% 3,8% 1,5%

warning?
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reference QC

albumin conc. [M] 0 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1/signal in TRANSIL well 3,23E-02 3,28E-02 5,88E-02 6,10E-02 7,94E-02 5,56E-02
valid albumin conc. [uM] 7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05
valid 1/signal 3,2E-02 3,3E-02 6,1E-02 7,9E-02
slope 705,54829
intercept 0,02635
3 0,9812
predicted 1/signal o) 3,2E-02 3,6E-02 4,3E-02 5,7E-02 8,1E-02 1,3E-01
Predicted Reference Value 37,96
Actual Reference Value 31,00
Relative deviation 18,3%
QC index8,1 warning messages
no. data points reference 9 > MA prediction 7 ref. Treatment 10 ref > signal consistency 6 data points
10,0% 0,9999 A 6 6 reference
6 20,0% 9 0,999 M 5 5 6 ref. Treatment
5 50,0% 8 0,99 R 10 4 4 ref > signal
4 6 100,0% 7 0,9 7 slopes 10 3 3 consistencydata not consiste X
3 200,0% 5 0,8 6 1/abs > 0 5 2 2 ? MA prediction
2 500,0% 3 0,7 5 ipid)/c(buffer) >( 10 1 intercept slopes
1 <500% 0,6 4 o] -0,18 10 intercept
o] 0,5 3 bindin
<0.5 summarydata not consistent,
1. step outlier detection
mean x 0,000 n 5
(x-mean(x)} 6,6E-10 3,9E-10 84E-11  1,0E-10 2,0E-09 initial r2: 0,8671
S(rmean(x)j 3,2E-09 skip outlier detection if r2 > 0,98
0,60 0,68 0,77 0,77 0,18 [ considefoutlier detection
residuals -0,110 -0,215 0,373 0,046 -0,093
0,0521 check, if estimation of reference assay volume becomes worse after outlier detection
0,0040 0,0155 0,0464 0,0007 0,0029
s? 0,0695 checking effect of outlier removal on intercept estimation of nt/c
studentized residual -0,54 -0,99 1,61 0,20 -0,82 1 1 o] 1 1
0,54 0,99 1,61 0,20 0,82 albumin conc. [uM] 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1 o] 1 1 0 (1-fu)/fu 0,0 0,016 0,890 1,460
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05 21871,99707%/0o outlier with outlier
0,000 0,016 0,890 1,460 -0,18326 240,183 240,042 0,000k
slope 21871,99707 0,9812improvement?  no 7.1
intercept -0,18326 accept outlier:  no
2 0,9812 abs(studentized residuals) 0,54 0,99 0,20 0,82 0,99
2. step outlier detection 7,4091E-06 1,33364E-05 4,32099E-05 7,77778E-05
mean x 0,000 n 4 0,0 0,9 15
(x—mean(x)i 0,00 0,00 0,00 0,00
S(x-mean(x)} 0,00
0,50 0,59 0,73 0,18
residuals 0,021 -0,092 0,128 -0,058 second tier r2: 0,9812
0,0002 0,0042 0,0082 0,0017 skip outlier detection if r2 > 0,98
5 0,0144 DLJtlier detection
studentized residual 0,25 -1,00 1,25 -1,14
0,25 1,00 1,25 1,14 no outliers will be recorded if there are only 3 or less points left at step 1 or 2
1 1 o] 1 1 0
7,4E-06 1,3E-05 4,3E-05 7,8E-05
0,000 0,016 0,890 1,460
slope 21871,99707 4,57E-05
intercept -0,18326
s 0,9812
Standard Error 1,00E+01
o] 1 o] 1 1 0
1 I n v Y \Y 1.00E+00
[A] in [M] 5,000 4,919 2,742 2,645 2,032 2,903 1,00E-01
[B]in [M] 7,409 13,336 24005 43,210 77,778 140,000 1.00E-02
[AB] in [M] 0,000 0,081 2,258 2,355 2,968 2,097
KD 8,1E-04 4,6E-05 5,1E-05 g 10080
3,0E-04 1,00E-04
SE(KD) 2,534E-04 1,00E-051
fb 0,421 0,928 0,920
75.6% 1,00E-06
SE(fb) 16,758% 1,00E-07+
n 3 1,00E-08
| 1 n v v Vi
well
1,00E-12 8,09E-04 1,00E-12 4,59E-05 5,12E-05 1,00E-12




o

test article No 8 sL8
5,000 puM 0 nm/amu
adj. Refl 23.00g R av ref too low
Ref2 34,90Qhigh ref diff M max reftoo low R
Signal Reference: 38,700 38,700 38,700 38,700 38,700 38,700
TRANSIL well: I [ 1] v Vv Vi
Signal in TRANSIL wells: 38,700 16,900 13,200 12,700 9,200 6,000
Ref 1 <> Ref 2
missing values
1 1 1 1 1 1
outlier detection
consistenc ok ok ok ok ok ok
saturation| reference ok ok ok ok ok
statisticg outlier ok ok ok ok ok
r’=0,98505
QC index: 8,2 kp= 3,14E-05 fb= 94,9%=* 0,537%
warning messages:
consistency check
signal < reference 5 (o} 1 1 1 1 1
binding > 0% 1 1 1 1 1 1
steady increase in binding & summary 6 1 1 1 1 1 1
removal of outliers due to saturation
albumin conc. [M] o] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1/signal in TRANSIL well 2,58E-02 5,92E-02 7,58E-02 7,87E-02 1,09E-01 1,67E-01
nt [nmol] 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
fb in assay 0,0% 56,3% 65,9% 67,2% 76,2% 84,5%
(1-fu)/fu 0,000 1,290 1,932 2,047 3,207 5,450
saturation threshold 99,999%
systematic outlier (saturation) 1 1 1 1 1 1
consistent saturation 1 1 1 1 1 1
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(1-fu)/fu 0,000 1,290 1,932 2,047 3,207 5,450
slope 35684,48648
intercept 0,50257
r 0,9408
prediction: (1-fu)/fu 7,7E-01 9,8E-01 1,4E+00 2,0E+00 3,3E+00 5,5E+00
outlier due to saturation and consistency 1 1 1 1 1 1
statistical outlier detection & removal
albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 0,000
(1-fu)/fu 0,000 1,290 1,932 2,047 3,207 5,450
slope 35684,48648
intercept 0,50257
r 0,9408
prediction 0,767 0,978 1,359 2,044 3,278 5,498
residuals -0,767 0,311 0,573 0,003 -0,072 -0,048
standarized residuals 0,000 0,689 1,267 0,006 0,000 0,000
Threshold 1,5
statistical outlier 5 (o} 1 1 1 1 1
1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
1,290 1,932 2,047 3,207 5,450
slope 31856,71300 3,14E-05
intercept 0,88435
s 0,9850
prediction 0,884 1,120 1,309 1,649 2,261 3,362 5,344
outlier
effective albumin conc. [M] 7,4E-06 1,3E-05 2,4E-05 4,3E-05 7,8E-05 1,4E-04
(A-fu)/fu 0,000 -5,000 -5,000 -5,000 -5,000 -5,000
Binding QC
no. of binding sites 1
conc. protein-compound complex [uM] 0,00 2,82 3,29 3,36 3,81 4,22
free protein con. [uM] 7,41 10,52 20,71 39,85 73,97 135,78
free protein con. [M] o 7,4E-06 1,1E-05 2,1E-05 4,0E-05 7,4E-05 1,4E-04
binding sites covered [%] 0,0% 21,1% 13,7% 7,8% 4,9% 3,0%
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0,000 +&
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5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04

-1,000

HSA conc. [uM]
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Reference Check

2,E-01

2,E-01

1,E-01

1,E-01

1,E-01

8,E-02

6,E-02

4,E-02

2,E-02

0,E+00
0,0E+00

5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04

HSA conc. [uM]

reg
avg

3,14E-05
1,73E-05

0,98505

choice

3,14E-05

value of "-5.0" places outlier markers below visible chart area
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