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Englische Fachbegriffe sind in Klammern eingefiigt.
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AD
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Art.-Nr.
Arg
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CMC
Cu
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Gl.
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Bovines Serumalbumin
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Reinigung an Ort und Stelle (Cleaning in Place)

Kritische Mizellbildungskonzentration (Critical Micelle Concentration)
Kupfer

Dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering)

Dynamische Differenzkalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry)
Gesundheitsbehorde der USA (U. S. Department of Health and Human
Services, Food and Drug Administration)
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Triibungseinheit Formazin (Formazine Nephelometric Unit); siche auch
Kapitel 2

Fourier Transformation Infrarot

Triibungseinheit Formazin (Formazine Turbidity Unit); siche auch Kapitel 2
Gleichung

Glutamin

Gereinigtes Wasser

Humanes Albumin

Hochleistungs-Grofenausschluss-Chromatographie (High-Performance-Size-
Exclusion-Chromatography)

Innendurchmesser
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1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Die Anzahl der am Markt verfiigbaren biologisch-pharmazeutischen Arzneimittel hat in den
letzten Jahren stark zugenommen. Fiir viele pharmazeutische Hersteller gewinnt die Erfor-
schung und Entwicklung von neuen biologischen Wirkstoffen (NBE) einen immer héheren
Stellenwert. Bei der Therapie in den Indikationsgebieten Onkologie, zentrales Nervensystem

und Immunologie bieten NBE's ein hohes Potential (Michl et al., 2009).

Die Applikation von Biopharmazeutika erfolgt in der Regel parenteral. Dies ist erforderlich,
da die biologischen Wirkstoffe die Magen-Darm-Schranke meist nicht unbeschadet passie-
ren. Ubliche Arzneiformen sind gefriergetrocknete Zubereitungen, Losungen in Flaschen
und Fertigspritzen. Fliissige Arzneiformen finden bevorzugt Anwendung, da sie ohne vor-

hergehende Rekonstitution sehr anwenderfreundlich sind.

Biologische Wirkstoffe sind aufgrund ihrer Grée und dreidimensionalen Struktur sehr em-
pfindlich bzgl. chemischer und physikalischer Einfliisse. Fiir die Wirksamkeit im Kdorper ist
es entscheidend, dass die rdumliche Struktur der Molekiile erhalten bleibt. Aufgrund der sehr
geringen Bindungskréfte innerhalb des Molekiils gentigt eine geringe Aktivierungsenergie,
um die Struktur aufzubrechen und die Proteine zu entfalten.

Wihrend der Arzneimittelentwicklung ist es wichtig die Quellen fiir potentielle Zersetzung
zu kennen, da sie fiir den Patienten ein Risiko bedeuten. Verdnderungen in der Proteinstruk-
tur konnen die Aktivitit des Wirkstoffes reduzieren und eine Immunantwort im Koérper her-
vorrufen. Die Arzneimittelzusammensetzung, bestehend aus Formulierungspuffer und weite-
ren Hilfsstoffen, wird wihrend der Entwicklung so ausgewihlt, dass die chemische Zerset-
zung moglichst gering ist.

Beim Abfiillprozess konnen verschiedene Quellen, wie z.B. Scherung und Kontakt zu
Grenzflichen, zu physikalischer Zersetzung fithren. Ein Fokus dieser Arbeit lag in der Er-
mittlung der Ursachen fiir die physikalische Instabilitdt wéhrend des ,,Fill & Finish*-

Prozesses.

Die durch Fermentation und Aufreinigung gewonnenen biologischen Wirkstoffe sind sehr
teuer. Eine Miniaturisierung der relevanten Schritte des Herstellungsprozesses ist daher aus

wirtschaftlicher Sicht sinnvoll. Durch die Simulation einzelner Herstellungsschritte im



1 Einleitung und Zielsetzung

Modell wird die begrenzte Kapazitit der Produktionsanlagen nicht belegt und der Material-
bedarf an Wirkstoff ist geringer. Die Arzneimittelentwicklung kann durch parallele Unter-
suchung mehrerer Substanzen in Modellen zudem rascher erfolgen.

Ein weiterer Fokus dieser Arbeit war daher die Simulation der qualitdtsbeeinflussenden

Prozessschritte in Modellen.

In der Regel sind die Herstellungsbereiche fiir die Verarbeitung von verschiedenen
Produkten konzipiert (Multi Product Facility). Hierdurch kann die Anlagenauslastung erh6ht
werden. Proteinlosungen mit unterschiedlicher Molekiilgroe und Eigenschaften sollten
idealerweise so robust sein, dass sie mit einem standardisierten Prozess abgefiillt werden
konnen. Empfindlichkeiten auf bestimmte Einfliisse sollten moglichst friih identifiziert
werden, um den Herstellungsprozess entsprechend anpassen zu kénnen. Die Funktionalitit

der Modelle sollte deshalb an verschiedenen Klassen von Proteinen iiberpriift werden.



2 Definitionen und Erlduterungen

2 Definitionen und Erliuterungen

Aggregate

Degradation

Denaturierung

Flotation

Fragmente

Grenzfldchen

kDa

Als Aggregate werden Proteinpartikel bezeichnet, die aus dem Zu-
sammenschluss von mehreren aufgefalteten Molekiilen entstanden
sind. Bei der Entstehung von Aggregaten faltet sich im ersten Schritt
die raumliche Struktur auf. Treffen anschlieBend zwei oder mehrere
aufgefaltete Proteinmolekiile aufeinander, entstehen im niachsten
Schritt die Aggregate. Vom denaturierten Zustand aus kann teilweise
eine Riickfaltung in den nativen Zustand erfolgen. Eine Riickfaltung
vom aggregierten in den nativen Zustand ist in der Regel nicht mog-

lich.

Mit dem Begriff Degradation wird eine Verdnderung der Tertiér-,
Sekundir- und/oder Primir-Struktur des Proteinmolekiils beschrieben.

Die biologische Funktion geht durch Degradation verloren.

Die Auffaltung der Tertidr- bzw. Sekundér-Struktur des Proteinmole-
kiils wird Denaturierung genannt. Der Prozess der Denaturierung ist
teilweise reversibel, d.h. eine Riickfaltung ist moglich (siehe Aggre-

gation).

Das Aufschwimmen von Partikeln oder Teilchen in der Losung wird

als Flotation bezeichnet.

Fragmente sind Teile des Proteins mit einer geringeren Molekiilmasse
als das intakte Proteinmolekiil. Sie bestehen aus Bruchstiicken der

Primérstruktur.

Das Kontaktareal zwischen zwei Phasen aus Gas, Fliissigkeit oder

Feststoff wird als Grenzflidche bezeichnet.

Die Einheit der Molekiilmasse von Proteinen wird in Kilo-Dalton

(= 1.000 g/mol) angegeben.



2 Definitionen und Erlduterungen

Losliche Aggregate

Mass Average Shear
(+0)..

Mass Wall Shear
(7/ e)W

RT

SD

Tm

Tribungseinheiten

Losliche Aggregate sind kolloid dispers geloste Teilchen mit einem
Durchmesser von weniger als 500 nm. In Abhéngigkeit der analyti-
schen Methode ist nicht immer eine Differenzierung zwischen
l16slichen und unloslichen Aggregaten moglich, daher wird der Begriff
»Aggregate hiufig als allgemeine Bezeichnung fiir degradierte

Proteinmolekiile verwendet.

Der ,,Mass Average Shear” ist als dimensionslose Kennzahl ein Mal}

fiir die mittlere Scherbeanspruchung.

Der ,,Mass Wall Shear” ist eine dimensionslose Kennzahl fiir die

Scherbeanspruchung nahe der Rohrwand.

Raumtemperatur entspricht im Rahmen der Versuche 18 - 25 °C.

Die Standardabweichung der Grundgesamtheit wurde ausgehend von

einer Stichprobe berechnet.

w:Jlxi@—ﬁ Gl 2.1
i=1

n—1

Ubergangstemperatur, bei der ca. 50 % des Proteins aufgefaltet ist.

In Abhéngigkeit des Messaufbaus bzw. der Wellenlédnge und des
Messwinkels der Lichtstreuung wird die Triibung in den Einheiten
FNU, FTU oder NTU angegeben. Die Kalibrierung erfolgt in allen
Fillen mit Formazin-Standard, daher sollten die Werte aller Einheiten
vergleichbar sein. Die Einheit FNU ist definiert fiir eine 90° Streu-
lichtmessung in der Regel bei einer Wellenldnge von 860 nm
(Deutsches Institut fiir Normung e.V., 2000). Fiir die Messung in
FTU- und NTU-Einheiten ist keine Wellenldnge vorgegeben. Der
NTU-Einheit liegt ebenfalls eine 90° Streulichtmessung zugrunde. Die
FTU-Triibungseinheit bezieht sich nicht auf den Messwinkel und kann

winkelunabhingig verwendet werden.



2 Definitionen und Erlduterungen

Unlosliche Aggregate Dispergierte Aggregate (grobdisperse Teilchen) mit mehr als 500 nm

Durchmesser werden als unlosliche Aggregate bezeichnet.

Z-Ave Der Z-Average gibt den mittleren hydrodynamischer Durchmesser der

Teilchen/Partikel an.

[ ] Dimensionslose Einheiten sind durch eine leere Klammer

gekennzeichnet.



3 Theoretischer Hintergrund

3 Theoretischer Hintergrund

3.1 Aufbau der Proteine

Proteine sind chemisch aus 20 verschiedenen, natiirlich vorkommenden Aminosduren aufge-
baut. Das Grundgeriist der Aminoséduren besteht aus einem Kohlenstoffatom, an welchem
eine Carboxy- (COOH), eine Aminogruppe (NH>), ein Wasserstoffatom und eine Seitenkette
(R) gebunden sind (Abbildung 3-1). Die verschiedenen Seitenketten werden in hydrophobe,
hydrophile und saure, basische und neutrale Reste unterteilt. Durch die sauren und basischen
Gruppen zeigen Aminosduren amphoteres Verhalten. Die Seitenketten beeinflussen die Sta-
bilitdt von Proteinen entscheidend.

In der Literatur sind unterschiedliche Definitionen beziiglich der Molekiilgro3e von Peptiden
und Proteinen zu finden. Peptide werden Molekiile genannt, bei denen weniger als 20 bis
100 Aminoséduren tiber Peptidbindungen miteinander verkniipft sind. Molekiile mit mehr als
50 bis 100 Aminoséduren werden als Proteine bezeichnet. Das kleinste therapeutisch genutzte
Protein ist Insulin mit einer molaren Masse von 5.800 g/mol (5,8 kDa; 51 Aminosduren).
Das grofBte bekannte menschliche Protein ist Titin mit einer Molekiilmasse von ca.

3.600 kDa, bestehend aus mehr als 30.000 Aminosduren.

COO"

I EEEEEEESR

Abbildung 3-1: Struktur von Aminoséduren

Die Primérstruktur der Proteine gibt Aufschluss iiber die Reihenfolge der einzelnen, kovalent

gebundenen Aminosduren.



3 Theoretischer Hintergrund

Die rdaumliche Anordnung zur Sekundérstruktur entsteht durch Bindungen in der Primér-

struktur zu o -Helix- und P -Faltblattstrukturen und weiteren Anordnungen. Die Konforma-
tion von globuldren Proteinen wird ca. zur Hilfte durch o -Helices und 3 -Faltbltter be-

stimmt (Chen, 1992; Norde et al., 1991).

Alle NH- und CO-Gruppen sind iiber Wasserstoftbriicken gebunden, ausgenommen die erste
NH- und die letzte CO-Gruppe. Daher sind die Enden der Helices polar und befinden sich an
der AulBlenseite des Proteinmolekiils (Banga, 2005).

Eine o -Helix besteht in der Regel aus zehn bis fiinfzehn Seitenketten. Eine [ -Faltblattstruk-

tur hingegen aus ca. drei bis zehn Seitenketten.

Durch die Anordnung der o -Helices, [ -Faltblitter und weiterer Strukturen innerhalb einer

Molekiilkette zueinander entsteht mit der Tertidrstruktur die native oder auch funktionale
Anordnung der Proteine. Diese Struktur ist fiir die biologische Aktivitidt von Bedeutung. Die
Faltung erfolgt spezifisch und ist von der Aminoséuresequenz der Primérstruktur vorge-
geben. Polare Gruppen sind im wéssrigen Milieu nach Aullen gewand, wéhrend hydrophobe
Anteile nach innen gerichtet sind.

Neben Wasserstoftbriickenbindungen erfolgt Stabilisierung durch Disulfidbriicken, Ionen-

bindungen und hydrophobe Interaktionen der Seitenketten der Aminosédurereste.

Die Quartdrstruktur wird tiber die rdumliche Anordnung mehrerer separater Proteinketten
zueinander gebildet. Die Assoziate werden durch nicht kovalente Kréfte, wie hydrophobe
Interaktionen, Wasserstoftbriicken und van der Waals Krifte, zusammengehalten (Banga,

2005).
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3.2 Proteinstabilitéit

3.2.1 Chemische Instabilitiit

Die Zersetzung von Proteinen kann in chemische und physikalische Instabilitidten unterteilt
werden.

Chemische Instabilitit dulert sich durch Verdnderung kovalenter Bindungen, d.h. vor allem
Anderungen der Primirstruktur. Sie lisst sich zuriickfiihren auf Deamidierung, Oxidation,

Hydrolyse, Disulfid-Austausch, Razemisierung, 3 -Elimination und Proteolyse.

Die haufigste Degradationsursache proteinhaltiger Arzneimittel ist die Deamidierung (Wang,
1999). Hier werden die Aminogruppen von Glutamin oder Asparagin zu freier Carbonsdure
hydrolysiert. Die Deamidierung kann begiinstigt werden durch basische pH-Werte, erhohte
Temperatur und Erhéhung der Ionenstirke (Manning, 1989).

Weitere Ausloser von Degradation konnen Metallionen, Licht oder Sauerstoff sein. Sie
stellen Katalysatoren fiir Oxidation dar. Oxidierbare Seitenketten sind Histidin, Methionin,
Cystein, Tryptophan und Tyrosin. Am leichtesten oxidierbar sind Methionin und Cystein
(Wang, 1999).

Eine Degradation durch Hydrolyse tritt seltener auf. Am Empfindlichsten ist die Peptidbin-

dung von Asparaginsdure und Prolin (Banga, 2005).

3.2.2 Physikalische Instabilit:it

Verdnderungen der Sekundir- bis Quartirstruktur werden als physikalische Instabilititen
bezeichnet. Hierbei wird die raumliche Anordnung der Proteinketten zueinander verdndert.
Die Verdanderung kann ausgelost werden durch Aggregation, Adsorption an Grenzflachen,
Denaturierung, Konformationsdanderung, Druck und Prézipitation. Die freie Energie zur Ent-

faltung liegt im Bereich von 10 bis 50 kJ/mol (Wierenga, 2006).
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Aggregation ist die hidufigste Ursache fiir physikalische Zersetzung (Patro et al., 2002).
Durch Anderungen der Umgebung des Proteins kann es zu Stérungen des Kriftegleichge-
wichtes (van der Waals Krifte) kommen, welche zu Anderungen der rdumlichen Anordnung
und damit zur Aggregation fiihren kénnen. Des Weiteren kann Aggregation ausgelost
werden durch Anderung des pH-Wertes, der lonenstirke, der Temperatur, den Zusatz be-
stimmter Additive, Scherung, Frieren-Tauen, Lyophilisation und den Kontakt mit hydro-
phoben Grenzflachen, wie z.B. Luft (Manning, 1989; Patro et al., 2002). Hierdurch kann sich
die Aktivitidt des Arzneimittels reduzieren, die Halbwertszeit verdndern oder eine Immun-
antwort im Korper ausgelost werden (Cleland et al., 1993).

Im ersten Schritt der Aggregation faltet sich das Proteinmolekiil auf, wobei sich hydrophobe
Aminosédurereste nach Auflen kehren. Im zweiten Schritt assoziieren die hydrophoben Reste
der aufgefalteten Proteine unter Entstehung von Aggregaten. Durch die Assoziation wird der

Anteil hydrophober Reste in wéssriger Losung minimiert (Abbildung 3-2).

Nativer Zustand Aufgefalteter Zustand Aggregierter Zustand
Auffaltung,
Denaturierung e
E —
G ——
Riickfaltung
Wasser

Abbildung 3-2: Schematische Darstellung von Denaturierung und Aggregation; hydrophobe
Bereiche sind gelb gekennzeichnet

Grenzflachen konnen durch Adsorption bzw. Denaturierung zu Verlust von Proteinen
filhren. Die hydrophoben Reste liegen zunichst geschiitzt im Inneren des Molekiils. Durch
Anpassen der Struktur an die hydrophobe Grenzfldche kann sich die dreidimensionale
Struktur auffalten und die hydrophoben Anteile mit der Grenzflache in Kontakt treten. Die

aufgefalteten Molekiile konnen assoziieren und Aggregation kann die Folge sein.
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3.3 Methoden zur Charakterisierung von Strukturinderungen

Die Auswahl geeigneter analytischer Methoden zur qualitativen und quantitativen Beurtei-
lung biologisch-pharmazeutischer Arzneimittel ist haufig nicht trivial.

Durch den Herstellprozess bedingte geringe Verdnderungen in der Struktur konnen teilweise
erst iiber die Zunahme der Abbauprodukte wéhrend der Lagerung erfasst werden. Die analy-
tische Bestimmung von Aggregaten kann zudem erschwert werden, da durch die Messung
selbst Aggregate zerstort oder generiert werden konnen (Philo, 2006).

Zur moglichst umfassenden Ermittlung der Degradation werden in der Regel verschiedene
Analysenmethoden kombiniert. Die Zuordnung der analytischen Methoden zur erfassbaren
TeilchengroB3e, mit den in dieser Arbeit verwendeten Gerédten (Anhang, Kapitel 7.1.1.1), ist

in Abbildung 3-3 zusammengestellt.

Losliche Aggregate Unlésliche Aggregate

Monomere

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Durchmesser [um]

HP-SEC Lichtblockade

< > < >
PCS
<
Lichtmikroskopie
< >
Makroskopische Beurteilung,
< 7

Tribungsmessung

Abbildung 3-3: Analysenmethoden mit Zuordnung zum Messbereich

Eine Auswahl von Analysenmethoden zur Ermittlung der Primér-, Sekundar-, Tertidrstruktur
und Aggregation sind in Tabelle 1 enthalten. Zur Bestimmung der Proteinstruktur bzw. deren
Verianderung stehen verschiedene spektroskopische Methoden zur Verfligung. Durch thermi-
sche Analyse kann die Auffaltungstemperatur ermittelt werden.

Die Identifizierung von Aggregaten erfolgt hdufig durch Trennung der Teilchen auf Basis

threr Grofe.
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Des Weiteren wird bei der Freigabepriifung parenteraler Biopharmazeutika in der Regel eine

makroskopische Beurteilung durchgefiihrt. Sie gibt {iber die Zuordnung der Farbe und des

Aussehens Aufschluss iiber Anzeichen von Degradation. Mit Hilfe des Lichtmikroskops

kann die Morphologie von unlslichen Aggregaten beurteilt werden.

Die Priifung der biologischen Aktivitdt kann mit verschiedenen Potency-Assays erfolgen.

Sie sind zur Ermittlung von geringen Verdnderungen der Proteinstruktur meist nicht geeig-

net, da die Methodenschwankung bis zu 30 % betragen kann.

Tabelle 1: Analysenmethoden zur Untersuchung von Verédnderungen der Proteinstruktur
Ermittlung von Analytische Methoden | Methodenbeschreibung
Primérstruktur Massenspektroskopie -Bestimmung der Aminoséuresequenz auf Basis der

Molmasse

Sekundir- und

CD Spektroskopie

-Messung auf Basis von Protein-Licht Interaktion

-Statische Lichtstreuung

Tertidrstruktur
FTIR Spektroskopie
Raman Spektroskopie
Tertidrstruktur DSC -Ermittlung Auffaltungstemperatur
Fluoreszenz
Losliche HP-SEC -Trennung auf Basis der molekularen GroBe der
Aggregate Teilchen
-Ermittlung von Monomeren, Aggregaten, Fragmenten
Analytische -Ermittlung hydrodynamische und thermodynamische
Ultrazentrifugation' Parameter mit Hilfe beschleunigter Sedimentation
Lichtstreumethoden' -Ermittlung MolekiilgroBe und Form

-Flow Field Flow
Fractination
-Dynamische -Messung auf Basis der brownschen
Lichtstreuung (PCS) Molekularbewegung
-Ermittlung Aggregate bis zu ca. 1 pm Durchmesser
-Ermittlung hydrodynamische Durchmesser
SDS-PAGE -Messung auf Basis der Wanderung von Teilchen im

elektrischen Feld abhingig von Masse und Ladung
-Ermittlung MolekiilgroBe in Bezug zur Referenz

! Zusitzlich Erfassung kleinerer unlgslicher Aggregate.
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Tabelle 1: Analysenmethoden zur Untersuchung von Verdnderungen der Proteinstruktur
(Fortsetzung)
Ermittlung von Analytische Methoden | Methodenbeschreibung
Unlosliche Triibungsmessung’ -Messung des Streulichtanteils
Aggregate . N . . . . .
Partikelzdhler -Ermittlung subvisueller Partikel und GréBenverteilung
(Lichtblockade)
Lichtmikroskopie -Untersuchung der Morphologie
Makroskopische -Visuelle Beurteilung
Beurteilung -Zuordnung von Farbe und Aussehen der Lésung
Aktivitat Potency-Assay -Priifung der biologischen Aktivitit
-Zellkultur Assay
-Tiermodell Assay
-Immunoassay
-Biochemischer Assay

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Methoden erldutert. Details zur Durch-
fithrung der Analysen sind im Kapitel 4.2 zusammengestellt. Eine Bewertung der Vor- und

Nachteile der einzelnen Methoden ist in Tabelle 2 wiedergegeben.

Eine Standardmethode zur Charakterisierung von Proteinlésungen ist die Triilbungsmessung.
Generell ist eine Triibungszunahme der Losungen ein Indikator fiir Denaturierung. Geringe
Mengen an Aggregaten konnen durch erhdhte Lichtstreuung erfasst werden.

Die Lichtstreuung wird in der Regel in einem Winkel von 90° zum einfallenden Licht detek-
tiert. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Offline-Gerét wurde bis zu einem Streulichtan-
teil der Proben von 40 NTU im 90° Winkel gemessen. Ab 40 NTU wurde mit drei Detek-
toren bei 90°, 120° (Vorwirtsstreuung) und 180° (Durchlicht) gemessen (Ratio Funktion).
Die Signale wurden vom Gerit ausgewertet und ein Wert in der Einheit NTU ausgegeben.

Die NTU-Werte wurden in FNU-Werte mit folgender Formel umgerechnet:

y=2,467x—-2,363. Gl. 3.1
y Trilbungswert [FNU]
Tritbungswert [NTU]

? Zusitzlich Erfassung groBerer 1slicher Aggregate.
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Die Formel basiert auf der gerédtespezifischen Kalibrierung mit Formazinstandard. Die Um-
rechnung war erforderlich, da die verwendeten Messkiivetten zur Materialeinsparung einen
geringeren Durchmesser als der in FNU-Einheiten definierte Durchmesser hatten. Das Gerit
wird in regelméBigen Abstdnden mit einem Formazinstandard und Referenzsuspensionen

kalibriert.

Durch die Absorption der aromatischen Aminoséuren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin
und Disulfidbindungen bei 250 bis 300 nm, kann mittels UV/VIS Spektrometrie die Protein-
konzentration bestimmt werden.

Die Konzentration der Proteinlésungen wird durch die lineare Abhéngigkeit der Lichtab-
sorption von der Konzentration definiert. Die Absorptionswerte sollten 1,0 nicht iiberschrei-
ten, da sonst die Linearitéit nicht mehr gegeben ist.

Die Konzentration wurde durch das Lambert-Beersche Gesetz mit dem jeweiligen molaren

Absorptionskoeffizienten ermittelt, Gleichung 3.2.

c= 4 Gl. 3.2
exd

c Konzentration [mol/L]

A Absorption [ ]

£ Molarer

Absorptionskoeftizient [ mol

Lxcm

d Schichtdicke der Kiivette [cm]

Praktisch wird die Konzentrationsbestimmung von Proteinen héufig bei einer Wellenlénge
von 280 nm durchgefiihrt. Durch Anwesenheit von Aggregaten kann die Lichtstreuung er-
hoht sein und somit auch die ermittelte Absorption bei 280 nm. Korrektur kann hier durch
Subtraktion des Streulichtanteils im Bereich von 300 bis 350 nm vom Messwert bei 280 nm
erfolgen.

Durch Messung von nicht filtrierten und direkt vor Messung filtrierten Proben kann der An-
teil unloslicher Aggregate bestimmt werden. Die unldslichen Aggregate werden vom Filter
zuriickgehalten und der gemessene Proteingehalt sinkt im Vergleich zum Messwert der un-

filtrierten Probe.
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Des Weiteren kann mittels UV/VIS Spektrometrie der Aggregations-Index (Wang et al.,
2008) durch prozentuale Ermittlung des Streulichtanteils (z.B. 320 nm) bezogen auf die Ab-
sorption bei 280 nm ermittelt werden, Gleichung 3.3. Diese Methode stellt eine Alternative
zur Triibungsmessung bzw. Ergdnzung dazu dar.

100x 0OD320

" 0D280-0D320 Ol.33
Al Aggregations-Index [26]
OD320  Optische Dichte;
Streulicht bei 320 nm [ ]

OD280  Optische Dichte; Absorption
und Streulicht bei 280 nm [ ]
Mit dem Triibungsphotometer wird in der Regel in einem Wellenldngenbereich groBer
400 nm gemessen. Da die Lichtstreuintensitédt mit der vierten Potenz der Wellenldnge ab-
nimmt (Schmidt, 2000), kann durch diese Methode die Empfindlichkeit zur Ermittlung von

Strukturdnderungen gegeniiber der Triibungsmessung erhoht sein.

Mit der GroBenausschluBchromatrographie (HP-SEC) kénnen 16sliche Aggregate, Mono-
mere und Fragmente bestimmt werden. Die Trennung der Teilchen erfolgt durch unter-
schiedliche Wanderungsgeschwindigkeit tiber eine Chromatographiesdule. Die Sdule enthalt
Poren mit unterschiedlichen Durchmessern. Durch einen so genannten Laufpuffer, mit dem
die Probe verdiinnt wird, wird ein konstanter Fluss liber die Saule erzeugt. Grof3e Teilchen
konnen die Sdule relativ ungehindert durchlaufen und kommen als erstes am UV/VIS-De-
tektor an. Kleinere Teilchen konnen in die Poren eindringen und benétigen daher langer, um
die Sdule zu passieren.

Mit dem UV/VIS Spektrometer wird die Absorption der Losung iiber die Dauer der Reten-
tion aufgezeichnet. Durch Zuordnung der Retentionszeiten und der am UV/VIS-Detektor
gemessenen Absorption konnen die Peaks den Aggregaten, Monomeren und Fragmenten
zugeordnet werden. Zur quantitativen Auswertung werden die einzelnen Peakfldchen in Re-
lation zur Gesamtpeakfldche gesetzt. Durch Kalibrierung der Retentionszeiten mit Hilfe von
Standards, so genannten Molekularmarkern, kann den Aggregaten, Monomeren und Frag-
menten ein ungefdhres Molekulargewicht zugeordnet werden.

Die Bestimmung von unléslichen Aggregaten ist mittels HP-SEC nicht moglich, diese

werden durch 0,2 um Filtration entfernt bzw. auf der Vorsdule zuriickgehalten.
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Mit Hilfe der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) kann der Partikeldurchmesser der
Teilchen im Bereich von wenigen Nanometern bis in den unteren Mikrometerbereich ermit-
telt werden. Das Messprinzip beruht auf der Erfassung der Verdnderung der Lichtstreuinten-
sitdt verursacht durch brownsche Molekularbewegung der Teilchen. Die Bewegung der
Teilchen wird zeitabhingig erfasst. Kleinere Teilchen bewegen sich schneller in der Losung
als grofere. Die Bewegungsgeschwindigkeit kann einem bestimmten Partikeldurchmesser
zugeordnet werden.

Da die Teilchen von einer Hydrathiille umgeben sind, wird diese bei Auswertung der Bewe-
gungsgeschwindigkeit der Teilchen mit erfasst. Korrekt wird daher vom hydrodynamischen
Durchmesser gesprochen.

Der Z-Average entspricht dem mittleren hydrodynamischen Durchmesser der Partikel-
groBenverteilung. Er wird auf Basis der Intensititsverteilung tiber den gemessenen Partikel-
groBBenbereich ermittelt. Bei einer monomodalen Verteilung entspricht der Z-Average dem
Mittelwert einer GauBBverteilung. Antikorper haben in der Regel einen Z-Average von ca.

11 nm (Nobbmann et al., 2007).

Der Polydispersitétsindex (Pdl) driickt die Homogenitit der Verteilung aus, d.h. die Moda-
litdt der Teilchen in der Probe. Ein PdI-Wert groBer 0,1 deutet darauf hin, dass mehr als ein
Maximum vorhanden ist. Die Quadratwurzel des PdI entspricht der relativen Standardab-

weichung der GauB3verteilung einer monomodalen Probe.

Subvisuelle Partikel konnen durch Partikelzdhler mit Hilfe der Lichtblockade erfasst werden.
Eine Standardmethode ist im Ph. Eur. und im USP im ,,Light Obscuration Particle Count
Test* fiir parenterale Arzneimittel beschrieben. Die Grenze fiir die erlaubte Anzahl der
Partikel bei einem Losungsvolumen kleiner 100 Milliliter liegt bei max. 6.000 Partikel pro
Behiltnis fiir Partikel > 10 pm und bei max. 600 Partikel pro Behiltnis fiir Partikel > 25 pm
(European Pharmacopoeia, 2008; United States Pharmacopeia, 2008). Die Priifung auf sub-
visuelle Partikel von Parenteralia ist wichtig, da sie die Arzneimittelsicherheit und die Wirk-
samkeit tiber die Haltbarkeitsdauer des Arzneimittels beeinflussen konnen (Carpenter et al.,

2009).
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Die Farbe und das Aussehen der Losungen wurden makroskopisch beurteilt. Die Entstehung
von Schaum {iiber die Versuchsdauer wurde erfasst und teilweise quantifiziert. Sichtbare
Partikel in der Losung wurden, wenn moglich, als faser- oder kugelférmige Teilchen beur-

teilt.

Die GroBe und Form einer grofleren Anzahl unloslicher Proteinaggregate kann mit dem
Lichtmikroskop untersucht werden.

In der Regel sind Proteinaggregate amorph. Mit Hilfe von Polarisationsfiltern kénnen
kristalline Anteile, falls vorhanden, identifiziert werden.

Der Vorteil der Lichtmikroskopie ist, dass die tatsdchliche Form und Grof3e (wenn Mess-
skala am Mikroskop verfligbar) der Aggregate direkt ermittelt werden kann. Nachteilig ist,
dass die Untersuchung eines Tropfens einer Probe nicht unbedingt représentativ fiir die

Grundgesamtheit ist.
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Tabelle 2: Bewertung der eingesetzten Methoden
Methode Vorteile Nachteile
Triibungs- - einfache, nicht zerstérende Messung - Luftblasen storen Messergebnis
messung - teilweise linear zur Partikelanzahl - schnell sedimentierende oder flotierende
- sehr sensitiv fiir geringe Anteile von Partikel werden nicht erfasst
Aggregaten - kein Riickschluss auf PartikelgroBe moglich
- keine direkte Korrelation zum Anteil
aggregierter Proteine
UV/VIS - Bestimmung unloslicher Aggregate - Messung von falsch hoher Konzentration,
Spektrometrie durch Konzentrationsmessung nicht wenn Streulichtanteil bei 280 nm hdoher ist
filtrierter und filtrierter Probe als bei 320 nm
- Erfassung Absorption
- durch Aggregations-Index zusétzliche
Information zur Lichtstreuung
HP-SEC - Differenzierung zwischen - keine Erfassung unloslicher Aggregate
Monomeren, Aggregaten und
Fragmenten
- sensitiv flir geringe Anteile von
Aggregaten, Fragmenten
PCS - sehr sensitiv fiir geringe Anteile von - keine quantitative Beurteilung der
Aggregaten Aggregate, da Proben meist zu polydispers
- qualitative Beurteilung durch Z- - schnell sedimentierende oder flotierende
Average und PdI Partikel werden nicht erfasst
Lichtblockade - einfache und robuste Methode - hohes Probenvolumen (ca. 8 mL)
erforderlich
- Luftblasen storen Messergebnis
Licht- - unterschiedliche Partikelmorphologie | - kein Riickschluss auf Homogenitit der Probe
mikroskopie sichtbar - keine Korrelation zum Anteil der
- Identifizierung von optisch isotropen aggregierten Proteine
und anisotropen Bereichen - nicht geeignet fiir geringe Anteile von
Aggregaten
Makroskopische | - einfache, schnelle Methode - keine quantitative Erfassung der
Beurteilung - nicht zerstérende Bestimmung Aggregation
- subjektive Methode

Durch die Kombination der oben beschriebenen Analysenmethoden wird der GréBenbereich

l6slicher (inkl. Fragmente) und unloslicher Aggregate abgedeckt. Geringe Mengen an

degradierten Proteinen konnen mit Hilfe der Triibungs-, PCS- und HP-SEC Analyse erfasst

werden. Eine qualitative und quantitative Beurteilung der Proteinlosungen ist moglich.
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3.4 Fill & Finish Prozess

Der Wirkstoff fiir Biopharmazeutika wird durch Fermentation in Mikroorganismen oder
tierischen Zellen gewonnen. Nach Aufreinigung der Losung und ggf. Austausch des Puffers
werden alle Hilfsstoffe fiir die endgiiltige Zusammensetzung des Arzneimittels hinzu-
gegeben. Diese Losung, auch als endformulierter Bulk bezeichnet, wird im Fill & Finish

Prozesses zum Fertigarzneimittel verarbeitet.

Die meisten proteinhaltigen Arzneimittel werden zurzeit noch parenteral verabreicht, deshalb
ist eine Sterilisation erforderlich. Eine Terminalsterilisation im Endbehéltnis unter Arznei-
buchbedingungen ist aufgrund der niedrigen Denaturierungstemperatur der Proteine nicht
moglich. Die Losung wird daher zur Keimreduzierung einer Sterilfiltration mit Membranen
der nominellen Porengréfe 0,2 pm unterzogen.

Das Filtrat wird in Reinrdumen oder Isolatoren mit laminarer Luftstromung unter keimarmen
Bedingungen weiter verarbeitet. Die anschliefende Abfiillung in das Endbehiltnis erfolgt
auf Abfiillanlagen.

Als Endbehéltnis werden héaufig Glasflaschchen, auch als Vials bezeichnet, eingesetzt. Nach
Abfiillung werden die Vials mit einem Gummistopfen verschlossen und mit einer Alumini-
umkappe verbordelt.

Vor der anschlieBenden Etikettierung und Verpackung wird jedes einzelne Gebinde manuell
oder maschinell durch Kamerasysteme visuell gepriift. Hierbei werden z.B. Endbehéltnisse
mit Partikeln, Verunreinigungen und kosmetische Defekte der Packmittel aussortiert.

Die Lagerung von fliissigen Biopharmazeutika erfolgt tiberwiegend bei 2-8 °C. Eine Kiih-
lung wihrend der Lagerung ist erforderlich, da die Stabilitéit der Proteinlésungen bei Raum-
temperatur haufig nicht ausreichend ist, um eine Haltbarkeitsdauer von 18 bis 36 Monaten zu

erreichen.
In Abbildung 3-4 sind die wichtigsten Schritte des Fill & Finish Prozesses am Beispiel der

Abfillung von Vials dargestellt. Die Sterilfiltration und Abfiillung wurden in Modellen

simuliert.
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Simulation in Modellen

Wirkstofflosung =  Sterilfiltration  je—p Abflllung

1

Bdrdelung > \/isuelle Prifung = Lagerung

Abbildung 3-4: Prozesskette des Fill & Finish Prozesses am Beispiel der Vialabfiillung

3.4.1 Filtration

Bei der Sterilfiltration wird der endformulierte Bulk von einem Behilter iiber einen Filter in
einen zweiten Behélter tiberfithrt. Wird die Losung komplett in den zweiten Kessel filtriert
und erst danach die Abfiillung durchgefiihrt, wird von einer Bulkfiltration gesprochen. Die
Losung wird hierbei filtriert mit Hilfe eines Uberdrucks von bis zu ca. 2 bar, der durch
Stickstoff oder Druckluft erzeugt wird. Das Material der Kessel besteht meist aus Edelstahl.
Die Verbindung zwischen Kessel und Filter wird iiber Kunststoffschlauche z.B. aus Silikon,
PTFE oder Edelstahlverrohrungen hergestellt.

Eine weitere Moglichkeit der Sterilfiltration ist das Fordern der Losung mit Hilfe verschie-
dener Arten von Pumpen. Die Losung wird hierbei tiber Schlduche aus dem Bulkbehélter
angesaugt und iiber den Filter gedriickt. Diese Filtrationsart bietet den Vorteil, dass anstelle
von Edelstahlcontainern auch so genannte Bags (z.B. aus Polyethylen, Ethylenvinylacetat)

als Behdlter vor und nach der Filtration eingesetzt werden konnen.

Immer hiufiger wird die Filtration moglichst nahe an der Abfiillanlage durchgefiihrt, parallel
zum Abfiillprozess. Dieses Vorgehen wird als Inlinefiltration bezeichnet. Das aseptische
Risiko wird minimiert, da die Filtration direkt vor der Befiillung der Vials erfolgt. Das Filtrat
wird meist direkt von der Befiillstation in einen Zwischentank aus Edelstahl oder Glas ge-

fordert.
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Je nach Anwendung werden hydrophobe oder hydrophile Filtermembranen aus z.B. Poly-
vinylidenfluorid, Polytetrafluorethylen, Polyethersulfon, Glasfaser, Cellulose, Cellulose-
Ester, Polycarbonat, Polypropylen oder Polyamid eingesetzt. Die Grof3e der verwendeten
Filterflache ist abhéngig von dem zu filtrierenden Volumen und der Neigung der Wirk- und
Hilfsstoffe zur Adsorption an der Filtermembran bzw. Filterverblockung. Das Filtrations-
volumen im ProduktionsmaB3stab kann von wenigen bis zu mehreren hundert Litern betra-

gen. Die nominalen Porendurchmesser liegen bei 0,2 pm oder kleiner.

3.4.2 Abfiillung

Zur Dosierung der Losungen in das Endbehiltnis sind verschiedene Abfiillsysteme, z.B.
Drehkolbenpumpen, Zeit-Druck-Fiiller, Peristaltikpumpen, Rolling Diaphragm Pumps und
Wiegedosierer, am Markt verfiigbar. Die Oberflachen, die mit der Abfiilllosung in Kontakt
kommen sind groftenteils aus Edelstahl, PTFE und Silikon (z.B. Schlduche, Dichtungen).

Sehr verbreitet ist der Einsatz von Abfiillanlagen mit Drehkolbenpumpen aus Edelstahl. Die
Drehkolbenpumpen bestehen aus einem Zylinder mit einer passgenau gefertigten Kolben-
stange. Uber den Kolbenhub wird das Fiillvolumen eingestellt. Vorteil der Drehkolben-
pumpen ist ithre Robustheit gegeniiber Temperaturschwankungen der Lésung. Ein einmal
eingestelltes Fiillvolumen muss selbst bei einem Abfiillprozess iiber mehrere Stunden in der

Regel nicht nachjustiert werden.

In der jiingeren Vergangenheit finden vermehrt Zeit-Druck-Fiillsysteme Anwendung. Die
Dosierung erfolgt iiber die Steuerung der Offnungsintervalle mehrerer Ventile bis zur Ab-
fiilllnadel. An einem Zwischenbehilter an der Abfiillmaschine, der bis zu mehreren Litern
Fassungsvermdgen haben kann, wird ein Uberdruck angelegt. Der Druck und der Fliissig-
keitsspiegel des Behilters werden so gesteuert, dass eine konstante FlieBrate bei der Dosie-
rung erhalten wird. Die Anlagen kénnen automatisch tiber CIP/SIP-Prozesse gereinigt und
sterilisiert werden. Die produktberiihrenden, mehrfach verwendeten Teile sind auf den
Zwischenbehilter und die Abfiillnadel beschrénkt. Daher ist der Aufwand der Reinigung und

deren Validierung meist geringer als beim Drehkolbenprinzip.
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Abfiillanlagen im Produktionsma@stab verarbeiten ca. 50 Behiltnisse pro Minute und
Dosiereinheit. Durch Erh6hung der Anzahl an Dosiereinheiten ist die Abfiillung von
mehreren hundert Behéltern pro Minute moglich.

Fiir die parenterale Anwendung werden in der Regel Fiillvolumen von ca. 0,3 bis 100 mL
pro Einzelbehilter abgefiillt.

Die Dosierung in das Primérpackmittel erfolgt {iber Abfiillnadeln aus Edelstahl. Der einge-
setzte Innendurchmesser der Nadeln wird abhingig vom Fiillvolumen und den Eigenschaften
der Losung gewdhlt und liegt bei ca. 0,8 bis 5 mm.

Die Befiillung in das Endbehiltnis kann durch die Position der Abfiillnadel ,,unter, ,,am*
oder ,,tiber* dem Fliissigkeitsspiegel erfolgen, Abbildung 3-5. Bei Neigung der Losung zu
Schaumbildung kann eine ,,unter Spiegel oder ,,am Spiegel*“ Abfiillung vorteilhaft sein. Des
Weiteren kann das Abtropfverhalten und evtl. die Dosiergenauigkeit, je nach Viskositit und
Oberflichenspannung der Losung, durch die Positionierung der Nadel beeinflusst werden.

Falls oxidationsempfindliche Produkte abgefiillt werden, gibt es die Moglichkeit vor Ver-

schlieBen der Behilter mit einem Inertgas, zum Beispiel Stickstoff, zu begasen.

a) b) c)

Abbildung 3-5:  Positionierung der Nadel bei Abfiillung, schematische Darstellung; a) Unter
Spiegel; b) Am Spiegel; c) Uber Spiegel
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3.4.3 Primirpackmittel

Als Primdrpackmittel werden haufig Vials, Spritzen oder Karpulen, tiberwiegend aus Glas,
verwendet. Die Applikation von Karpulen erfolgt mit Hilfe verschiedener Pensysteme. Glas-
spritzen und Glaskarpulen werden vor Befiillung mit Losung silikonisiert (teilweise tiber
HeiBluft eingebrannt), bzw. werden bereits silikonisiert und steril vom Glashersteller bezo-
gen. Die Silikonisierung ist erforderlich, um eine geringe Gleitreibungskraft des Stopfens in
der Spritze oder Karpule bei der Anwendung zu erhalten.

Vereinzelt werden auch verschiedene Kunststoffbehiltnisse eingesetzt. Ein Vorteil gegen-
iiber Glas ist die erhohte Bruchstabilitdt. Nachteile sind die relativ hohe Wasserdampft-

durchldssigkeit und das potentielle Herauslosen von Substanzen aus dem Kunststoff.

Die Behilter werden mit einem silikonisierten oder PTFE-beschichteten Gummistopfen ver-
schlossen. Die Silikonisierung bzw. Beschichtung der Gummiteile ist unter anderem erfor-

derlich, um eine maschinelle Forderung auf der Abfiillanlage zu ermoglichen.

3.4.4 Scale-up vom Labor- bis Produktionsmafistab

Der Herstellprozess des Endproduktes besteht im Labor-, sowie Pilot- und Produktionsmal-
stab aus Sterilfiltration und Abfiillung. Idealerweise wird wéhrend der Arzneimittelentwick-
lung bereits das gleiche Filtrations-, Abfiillprinzip und das gleiche Primirpackmittel einge-
setzt, wie spater im ProduktionsmaBstab. Hierdurch kann ein maximales Prozess- und
Produktwissen aufgebaut werden. Da teilweise verschiedene Produktionsanlagen fiir die
spitere Marktversorgung in Frage kommen, kann eine Anderung des Filtrations- und Ab-
fulllprinzips durch die MafBstabsvergréBerung notwendig werden. Ferner wird die Dosierung
im Laufe der klinischen Entwicklung ermittelt und bei Bedarf die Grof3e des Primérpack-
mittels angepasst.

Bei der Filtration wird die Grof8e der Membran beziiglich des zu filtrierenden Volumens
ausgewdhlt. Ein Scale-up ist hier durch ein unverédndertes Verhiltnis von Filterflache zu

Bulkvolumen im Normalfall unkritisch.
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Durch die Untersuchung mit verschiedenen Modellen im KleinstmafB3stab wurden in dieser
Arbeit die Degradationswege ausgewéhlter Proteine und ihre Risiken fiir die Prozessierung

identifiziert.

3.4.5 Degradation wiihrend des Fill & Finish Prozesses

Die Qualitit der Proteinzubereitung im Fill & Finish Prozess wird besonders durch physika-
lische Zersetzung, wie Aggregation und Adsorption an Grenzfldchen, beeinflusst. Wéahrend
des Prozessierens werden diese verursacht bzw. treten auf in Form von Scherung, Luft-
Wasser Grenzfldchen und weiteren Grenzflachen.

Die in Abbildung 3-6 gelb markierten Fill & Finish prozessrelevanten Ausloser fiir

physikalische Zersetzung wurden anhand von Modellen verifiziert.
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Abbildung 3-6: Ursachen fiir Degradation wihrend des Fill & Finish Prozesses
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In den folgenden Kapiteln, 3.4.5.1 bis 3.4.5.5, werden die Ursachen fiir physikalische Zerset-

zung basierend auf der Sekundérliteratur diskutiert.

3.4.5.1 Scherung

Aggregation oder Prézipitation kénnen durch mechanischen Stress, wie hohe Scherung
durch Pumpen, Filtration, Mischen oder dem Fill & Finish Prozess, ausgelost werden (Patro
et al., 2002).

Bei der Filtration von drei Proteinen (IgG, bovines Insulin, bovine alkalische Phosphatase)
iiber PVDF-Filtermembranen der Porengr63e 0,1 um, 0,22 pm und 0,45 um mit einem
Uberdruck von 345 mbar, 1379 mbar und 2758 mbar wurden keine Verénderungen der CD-
Spektren vor und nach Filtration ermittelt (Truskey et al., 1987). Mit einer Polysulfon-
membran konnten Unterschiede in den Spektren nachgewiesen werden. Starke Verdnde-
rungen der Spektren zeigten sich nach Filtration iiber eine Polyamidmembran. Es wurde
keine Korrelation zwischen der Verdnderung der Spektren zur Porengr63e und dem Filtrati-
onsdruck ermittelt. Hieraus wurde gefolgert, dass nicht der Scherstress die Strukturdnderung
initiiert, sondern die Eigenschaft der Membran, das Protein zu binden. Der Mass Average
Shear’ wurde mit einem Wert von 1.200 bei 0,45 pm Porendurchmesser, 2.450 bei 0,22 um
Porendurchmesser und 5.300 bei 0,1 pm Porendurchmesser berechnet. Diese Werte liegen
weit unterhalb des Grenzwertes von 10°, bei welchem durch Truskey angenommen wurde,

dass eine durch Scherung verursachte Denaturierung beginnt.

Die durch Schiitteln und Rithren verursachte Aggregation eines Antikorpers (IgG1) wurde
von Kiese untersucht (Kiese et al., 2008). Die Riihrversuche wurden mit einem PTFE iiber-
zogenen Magnetrithrfisch durchgefiihrt. Geschiittelt wurde auf einem Horizontalschiittler.
Das Riihren wirkte sich auf die Aggregation stérker aus als das Schiitteln.

Zusétzlich wurde das Luftvolumen in den Vials variiert. Je groBer das Luftvolumen war,
umso stiarker war die Aggregation. Es wurde gefolgert, dass sich durch Schiitteln die Mole-
kiile an der Luft-Wasser Grenzfldche austauschen. Luft kann als hydrophobe Grenzflidche

wirken und Adsorption und partielle Auffaltung kénnen nach Kontakt die Folge sein.

? Definition Mass Average Shear, siehe Kapitel 3.6.
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Es wurden hohere Anteile von 16slichen Aggregaten nach Schiitteln ermittelt. Bei den Riihr-
versuchen wurden hauptsichlich unlosliche Aggregate, sichtbare und subvisuelle Partikel
gefunden. Kiese folgerte, dass Proteinadsorption an der hydrophoben Grenzflache des Riihr-
fisches das Protein destabilisiert haben konnte und nicht die Scherung allein die Ursache fiir
die Auffaltung war.

Polysorbat fiihrte in den oben beschriebenen Versuchen zu einer reduzierten Aggregation.

Untersuchungen mit hohem Mass Average Shear (groBer 107) und hoher Scherrate

(groBer 10° ') am Wachstumshormon rhGH und rekombinanter Deoxyribonuklease
rhDNase zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Proteinaggregation und Aktivitét
(Maa, 1996). Die Scherung wurde durch einen Homogenisator mit Rotor-Stator-Prinzip und
einer konzentrischen, zylindrischen Scherapparatur erzeugt.

Die Scherung iiber eine Silikonkapillare mit Scherraten von 2 x 10° s fiihrte ebenfalls zu
keiner signifikanten Destabilisierung des nativen Proteins (Jaspe et al., 2006). Scherraten
von ca. 10" s waren erforderlich um kleine, globulire Proteine (Enzyme, ca. 100 Amino-
sduren) zu denaturieren. Eine Vermutung war, dass die Denaturierung der Enzyme ein Effekt
der Luft-Wasser oder weiterer Grenzfldchen war, jedoch kein Effekt der Scherung.

Auch bei der Untersuchung eines Enzyms mit einem Viskosimeter, durch Scherung in einer
PTFE-Kapillare, wurde bei einem Mass Average Shear von kleiner 10" keine oder nur

geringe Inaktivierung ermittelt (Charm et al., 1970a).

Bewertung der Literatur

Bei den zitierten Scherversuchen wurde die Degradation der Molekiile ermittelt, die einer
Kombination aus Scherbeanspruchung (Mass Average Shear 10’ bis groBer 107) und Kontakt
zu hydrophoben Grenzfldchen (PVDF, PTFE, Silikon) oder zu Luft entsprachen. Das Aus-
malf} der Auffaltung an den verschiedenen Grenzfldchen ohne bzw. mit geringer Scherbean-
spruchung wurde nicht aufgezeigt. Die Denaturierung der Molekiile konnte {iberwiegend
durch die hydrophoben Grenzflachen und der Kontaktfliche zu Luft verursacht worden sein.
Durch Scherbeanspruchung kénnen sich die Molekiile in den Grenzfldchen austauschen.
Danach kann weitere Auffaltung und Aggregation an den Grenzflachen stattfinden. Fiir die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Auswirkung von Scherstress
auf Proteine war es daher wichtig, den Einsatz hydrophober Materialien und einen Kontakt

der Losung mit Luft moglichst zu vermeiden.

26



3 Theoretischer Hintergrund

3.4.5.2 Hydrophobe Grenzflichen

Silikonol, z.B. auf Spritzen oder Gummistopfen, kann Aggregation induzieren (Jones et al.,
2005). Studien wurden mit 0,5 % Ol in wissriger Losung durchgefiihrt. Eine Triibungszu-
nahme wurde ermittelt, die zumindest teilweise durch an Silikonéldispersion anhaftendes
Protein verursacht wurde. Es wurde keine analytische Methode identifiziert, mit der eine
Triibungszunahme durch Proteinaggregate oder Silikonol eindeutig unterschieden werden
konnte.

In den Experimenten von Jones wurden BSA, Lysozym, Concanavalin A und Ribonuclease
A als Modellsubstanzen verwendet. Die starkste durch Silikondl hervorgerufene Aggregation
wurde an BSA ermittelt. Dies wurde mit der hohen Hydrophobizitit von BSA erklart.

Eine Folgerung war, je hydrophober das Protein ist, desto grof3er ist seine Tendenz zur
Aggregation.

Durch Paraffin und Maisol wurde eine Verdnderung der Tertidrstruktur von BSA induziert
und analytisch nachgewiesen (Meng et al., 2005). Der Vorgang der Entfaltung von BSA, so
die Folgerung, wird durch die hydrophobe Umgebung, die das Ol liefert, begiinstigt.

Die Adsorption von Proteinen an der Grenzflache zu Luft zeigte eine hohere Reversibilitit
als an Grenzflidchen zu Ol (Beverung et al., 1999). Die hydrophoben Seitenketten des
Proteinmolekiils binden an Ol-Grenzflichen stirker als an Grenzflichen zu Luft. Daher

findet durch Olkontakt eine schnellere Denaturierung als bei Luftkontakt statt.

Zur Untersuchung von hydrophoben Grenzflicheneffekten an Insulin wurden PTFE Kugeln
in Glasflaschchen gegeben (Sluzky, 1991). Durch erhdhte Temperatur, mechanischen Stress
und hydrophobe Grenzfldchen sollten die destabilisierenden Bedingungen von Applikations-
systemen simuliert werden. Die Grenzflache zu PTFE Kugeln wurde gewéhlt, um die Kon-
taktfliche von Proteinmolekiilen mit Luft in Vials zu simulieren, da sich die Luft-Wasser
Grenzflache aufgrund von Blasen- und Schaumbildung als nicht reproduzierbar erwies. Die
Vials wurden komplett mit Insulin gefiillt, mit einer Folie (Paraffin-Wachs und Polyolefin)
verschlossen und horizontal mit 80 Bewegungen pro Minute bei 37 °C geschiittelt. 4,4 %

Insulin adsorbierten an der PTFE Grenzfliche.
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Des Weiteren fiihrte die Adsorption eines Antikorpers (IgG) an PTFE zu Denaturierung
(Vermeer et al., 2001). Die Denaturierung wurde dadurch erklért, dass das IgG Molekiil
seine Struktur der lokalen Umgebung anpasste. Die Folgerung war, je hydrophober die
Grenzflache ist, umso hoher ist die Adsorption.

Die Aggregationsrate von Insulin wurde an den Grenzflachen zu Polypropylen, silikonisier-
tem Glas (Silikonol 1 h bei 100 °C getrocknet) und unbehandeltem Glas untersucht (Sluzky
et al., 1992). Bei unbehandeltem, relativ hydrophilem Glas fand keine Aggregation statt.
Dahingegen aggregierte Insulin durch Kontakt mit hydrophoben Grenzflachen. Es wurde
angenommen, dass die Grenzflichenhydrophobizitéit von Polypropylen, PTFE und Luft ver-
gleichbar ist.

Polysorbat wird hdufig bei zur Aggregation neigenden Proteinlosungen als Hilfsstoff einge-
setzt. Es schiitzt vor Adsorption an Grenzflachen und wirkt als Stabilisator gegeniiber
Aggregation (Kerwin, 2008). Die Auffaltung des Molekiils an hydrophoben Grenzflachen
kann bereits durch geringe Mengen an Polysorbat in der Losung reduziert werden. Die Poly-
sorbatkonzentrationen in biopharmazeutischen Arzneimitteln reichen von 0,0003 % (w/v) bis

0,3 % (W/v).

Bewertung der Literatur

Ol (z.B. Silikonsl, Maisél, Paraffin), weitere hydrophobe Materialien (z.B. PTFE, PP, sili-
konisiertes Glas) und die Kontaktfliche von Molekiilen zu Luft konnen zu Protein-
aggregation fithren. Je hoher die Hydrophobizitit des Proteinmolekiils selbst und je hoher
die Hydrophobizitét der Grenzflache war, umso grofler war die ermittelte Aggregation.
Verschiedene Proteinlosungen wurden bei gleicher Proteinkonzentration bzgl. ihres Aggre-
gationsverhaltens untersucht. Hierbei wurden teilweise Molekiile unterschiedlicher Grof3e
eingesetzt. Die Stoffmengenkonzentration der Proteine war nicht einheitlich und somit das
Verhiltnis der Grenzflache zur Anzahl der Molekiile unterschiedlich. Dies konnte sich auf
das Ausmal der Auffaltung und Aggregation auswirken. Der Vergleich von Degradation
unterschiedlich grofer Proteinmolekiile sollte nach Standardisierung der Losungen bzgl. der
Stoffmengenkonzentration durchgefiihrt werden.

Wihrend des Abfiillprozesses kann die Proteinlosung mit verschiedenen hydrophoben Mate-
rialien in Kontakt kommen, z.B. silikonisierte und PTFE beschichtete Gummistopfen, sili-

konisierte Glasbehiltnisse und Schliduche aus Silikon oder PTFE. Die GroBe der Kontakt-
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flache, sowie die Kontaktzeit der Losung im Prozess, konnen sehr unterschiedlich sein. Um
das Risiko der Materialien im Abfiillprozess beurteilen zu konnen, wird in dieser Arbeit die

Proteindegradation in Abhéngigkeit von Kontaktfldche und -zeit ermittelt.

3.4.5.3 Luft-Wasser Grenzflichen

Die Proteinlosung hat wihrend der Herstellung, sowie im Endbehéltnis Kontakt zur Grenz-
fliche Luft (oder Stickstoff). Beim Transport der Endprodukte besteht die Gefahr, dass
Aggregate und Partikel durch Auffaltung des Proteins an der Luft-Wasser Grenzfldche ent-
stehen (Rathore et al., 2008; Treuheit, 2002).

Wihrend Herstellung oder Transport entstehender Proteinschaum wird durch die amphiphi-
len Eigenschaften von Proteinmolekiilen stabilisiert (Clarkson, 1999a). Wahrend der Ad-
sorption der Molekiile an der Luft-Wasser Grenzfldche wurde eine Verdnderung der Protein-
struktur festgestellt. Die hydrophoben Regionen des Proteinmolekiils orientierten sich zur
Gasphase. Der Anteil denaturierter BSA-Molekiile im Schaum betrug 10 % und war haupt-
sdchlich auf eine Schiadigung der Tertidrstruktur zuriickzufiihren.

Es wurde ausgeschlossen, dass ein signifikanter Teil der Proteinschiddigung durch Scherung
beim Platzen der Luftblasen verursacht wurde. Ebenfalls wurde ausgeschlossen, dass Sauer-

stoff im Schaum Ursache fiir die irreversible Schidigung der Molekiile war.

Durch Erhohung der Proteinkonzentration und Vergroferung der Luft-Wasser Grenzfléche,
unter Bildung von Schaum, nahm die Aggregation unter 15 %-igem Verlust an Proteinkon-

zentration eines rekombinanten humanen Wachstumshormons (22,13 kDa) zu (Maa, 1997).

Die Inaktivierung von Lysozym wurde an den Grenzflichen der Lésung zu Glas, Luft und
PTFE untersucht (Colombie et al., 2001). Bei Kontakt des Lysozyms mit PTFE und Luft war
die Inaktivierung viermal hoher als bei Kontakt mit Glas. Dies wurde auf die Hydrophobi-

zitdt der Grenzflache zuriickgefiihrt.

Proteine und Tenside stehen im Wettbewerb um die Grenzfliche (Mackie et al., 2005). Bei
niedrigen Proteinkonzentrationen ist vorwiegend das Proteinmolekiil aufgrund der Grof3e an

der Grenzfliache. Ein einzelnes Proteinmolekiil kann die Oberflachenspannung stérker
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herabsetzen als ein einzelnes Tensidmolekiil. Bei hoherer Proteinkonzentration ist es
umgekehrt. Das Tensid kann sich in diesem Fall effektiver in die Grenzflache einbauen und
senkt die Oberflachenspannung stirker.

Tenside reduzieren die Oberflichenspannung und somit die freie Energie im System
(Cleland et al., 1993). Durch die Reduktion der freien Energie sind die Protein-Protein und
Protein-Grenzflachen Interaktionen verringert, die demzufolge die Denaturierung herab-

setzen kann.

Sehr starre Proteinmolekiile zeigten eine geringe Oberflichenaktivitit (Clarkson, 1999b).
Die Schiadigung durch Schaum war gering, da die Molekiile ihre Struktur nicht an die Grenz-
flache anpassten und somit die Faltung erhalten blieb. Dahingegen adsorbierten Proteine mit
geringer struktureller Stabilitét schneller an hydrophoben Grenzfldchen.

Die Oberflachenspannung zeigte sich als hilfreicher Indikator fiir die relative Oberflachen-
aktivitdt. BSA hatte die hochste Oberflachenaktivitdt der untersuchten Proteine (weitere:
Lysozym, Pepsin, Hefe-Alkoholdehydrogenase, IgG, Catalase). Die Ursache wurde auf die
hohe strukturelle Flexibilitdt von BSA zuriickgefiihrt. Flexible Proteine mit hoher Ober-
flichenenergie, wie BSA, formten einen stabilen Schaum. Bei Proteinen mit geringer Ober-

flichenenergie konnte ein stabiler Schaum nicht erzeugt werden.

Die Oberflichenspannung an der Luft-Wasser Grenzflache wirkt als Kraft gegen die Expan-
sion des Proteins, Abbildung 3-7 (Wierenga, 2006). Dieses Phdnomen ist dhnlich der Sprei-
tung eines Oltropfens an der Luft-Wasser Grenzfliche. Fiir kein Protein ist der Sprei-

tungskoeffizient der limitierende Faktor. Die Dauer, wie lange die Spreitungskraft ungestort

auf das Protein einwirkt ist entscheidend, ob Entfaltung eintritt.

X Protein-Luft

Luft
X Protein-Luft-Wasser

Wasser

X Protein-Wasser

Abbildung 3-7: Schematische Darstellung der Krifte an der Protein-Luft-Wasser Grenzfldche
(Wierenga, 2006)
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Bewertung der Literatur

Luft-Wasser Grenzfldchen konnen die Ursache fiir ausgepragte Aggregation sein. Wéhrend
des Prozessierens sind zahlreiche Moglichkeiten fiir eine Entfaltung an Luft-Wasser Grenz-
flaichen vorhanden. Auch auf dem Transport des Arzneimittels kann weitere Aggregation
eintreten. Die Verweildauer der Proteinmolekiile an der Luft-Wasser Grenzfléache ist fiir eine
potentielle Auffaltung entscheidend. Eine Strukturdnderung der Proteinmolekiile kann durch
Tensidzusatz reduziert werden, weil diese die Eigenschaft besitzen die Grenzflache zu bele-
gen und Protein-Protein Interaktionen zu verringern.

Es sollten Untersuchungen durchgefiihrt werden, in denen die Verweildauer der Protein-
molekiile an der Grenzflache zu Luft kontrolliert wird. Weiterhin wire der Einfluss von
Tensiden auf die Aggregation von Proteinldsungen in der Grenzfldache zu Luft zu unter-

suchen.

3.4.5.4 Proteinverlust durch Anhaften an Grenzflichen

Ein hohes Risiko fiir Proteinadsorption bietet der Prozessschritt der Filtration. Wahrend der
Filtration kann Protein an die Membran binden und sich entweder an der Membran Auffalten
und Aggregieren oder zu Proteinverlust im Filtrat durch Anhaften an der Membran fiihren

(Rathore et al., 2008).

Eine Adsorption von 10 % bis max. 15 % wurde durch Burke ermittelt (Burke, 1992). Der
Grad der Adsorption war von den Eigenschaften des Proteins abhéngig. Es wurde keine
Korrelation der Adsorption zur molaren Masse oder zum isoelektrischen Punkt gefunden.
Bei der Untersuchung der Anhaftung von Interferon o -2a wurde keine Korrelation zwischen
der Adsorption an Glas und verschiedenen pH-Werten festgestellt (Schwarzenbach et al.,

2002).

Die Ursache fiir Adsorption erklédrt Ruiz mit der hohen Grenzflachenspannung zwischen der
Losung und dem Packmittel (Ruiz et al., 2005). Die dreidimensionale Struktur des Proteins
geht verloren und erhoht die Wahrscheinlichkeit der Adsorption, Aggregation, Denaturie-
rung und weiterer physikalischer und chemischer Reaktionen. Polysorbat schiitzt das Protein

gegen Adsorption, indem es hydrophobe Bereiche an der Proteinoberfliche bedeckt.
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Fiir geringe adsorbierte Proteinmengen, auf unterschiedlich behandelten Glidsern, war eine
Proteinoberfldche zuerst hydrophob und wurde hydrophil in einer spiteren Phase der Ad-
sorption (Kawasaki et al., 1999).

Bei Proteinen mit globulédrer Struktur, welche hauptsichlich durch intramolekulare, hydro-
phobe Bindungen stabilisiert sind, ist eine Strukturverdnderung durch Adsorption zu erwar-

ten (Norde et al., 1986).

Die Tendenz eines Proteins sich an einer Grenzfldche anzureichern nimmt mit Erh6hung der
Hydrophobizitit der Grenzflache, der Hydrophobizitit der Oberfliache des Proteins und der
Flexibilitdt der Proteinstruktur zu (Norde et al., 1991).

Bewertung der Literatur
Die Adsorption an Grenzfldchen ist von der Konzentration und Flexibilitét der Struktur des
Proteins abhéngig. Die Bindung an Glas ist gering. Durch die Adsorption kann weitere Zer-

setzung initiiert werden.

3.4.5.5 Grenzflichendenaturierung

Bei Abfiillung mit einer Drehkolbenpumpe kann durch die Bewegung des Edelstahlkolbens
im Edelstahlzylinder Abrieb entstehen. Tyagi hat die Entstehung von Nanopartikeln durch
Pumpenabrieb belegt (Tyagi et al., 2008). Er wies nach, dass die Entstehung von Protein-
partikeln durch Edelstahlpartikel induziert werden kann.

Metallionen z.B. aus nicht passivierten Edelstahltanks kénnen zur Proteindegradation durch
Oxidation fithren (Rathore et al., 2008).

Histidin, Arginin, Lysin, Prolin, Methionin und Cystein sind am anfilligsten fiir eine durch
Metallionen (Fe(III), Cu(Il)) ausgeloste Oxidation (Khossravi et al., 2000).

Bei Abrieb von Edelstahlpumpen kann eine Passivierung des Stahls das Risiko der Entste-

hung von Aggregationskeimen im Endprodukt reduzieren (Cordoba-Rodrigez, 2008).
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Bewertung der Literatur

Metallabrieb kann bei Abfiillung mit Drehkolbenpumpen entstehen. Metallionen aus nicht
passivierten Edelstahloberfldchen kénnen zu einer durch Oxidation induzierten Aggregation
fiithren.

Bei Durchfithrung von Versuchen mit Metallkontakt der Proteinlésungen, sollten die Ober-

flichenbehandlung bei der Auswertung der Ergebnisse berticksichtigt werden.

3.4.6 Risikobetrachtung

Die Prozessschritte der Sterilfiltration und der Abfiillung unter Beriicksichtigung der
Primérpackmittel wurden hinsichtlich des Risikos bzgl. Scherung, Grenzfldcheninteraktion
und Grenzflachenadsorption in Tabelle 3 beurteilt. Die Bewertung erfolgte unter der An-
nahme, dass relativ robuste Proteine verwendet werden und ist nicht generell auf alle Mole-
kiile tibertragbar.

Eine Zuordnung des Risikos erfolgte in den Kategorien von 0O (unkritisch) bis 3 (sehr
kritisch). Die Filtration wurde an den Beispielen Druckfiltration und Peristaltikpumpe be-
wertet. Der Abfiillprozess wurde an den beiden héufig eingesetzten Prinzipien der Dreh-

kolbenpumpe und des Zeit-Druck-Fiillers betrachtet.
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Tabelle 3: Risikobewertung der Sterilfiltration, Abfiillung und den Primérpackmitteln
Ursache Auswirkung Risikobewertung
Scherung Grenzflichen- | Grenzflichen
interaktion -adsorption
(Aggregation)
Sterilfiltration
Filtrationsdruck - Oxidation durch Druckluft 0 1 0
(Druckluft, Stickstoff)
Peristaltikpumpe - Scherung durch Schlauchquetschen 1 0 0
Ansaugen/Einleiten in - Oxidation durch Metallionen
Edelstahlbehilter - Aggregation durch Luft-Wasser 0 2 1
Grenzflache
Ansaugen/Einleiten in - Aggregation durch hydrophobe
Kunststoffbag Grenzflache 0 2 2
- Adsorption am Bag
Schlduche (Silikon, - Aggregation durch hydrophobe
PTFE) Grenzflichen und Luft-Wasser 0 2 1
Grenzflachen
Filter - Scherung, Adsorption, Aggregation
. 1 1 3
an Filtermembran
Abfiillung
Drehkolbenpumpe - Scherung durch Pumpe
- Partikelabrieb 3 2 0
- Oxidation durch Metallionen
Zeit-Druck-Fiiller - Scherung in Schlduchen
- Oxidation durch Metallionen in
Zwischenbehilter 1 2 0
- Aggregation durch Luft-Wasser
Grenzflache
Abfiillnadel (Edelstahl) | - Scherung
- Oxidation durch Metallionen 3 3 0
- Schdumen beim Befiillen
Schlduche (Silikon, - Aggregation durch hydrophobe
PTFE) Grenzflichen und Luft-Wasser 0 2 1
Grenzflachen
Primérpackmittel
Glasbehélter - Aggregation durch Luft-Wasser
Grenzflache 0 2 2
- Adsorption an Glas
Silikonisierter - Aggregation durch hydrophobe
Glasbehilter Grenzfliche und Luft-Wasser
« 0 3 1
Grenzflache
- Adsorption an Glas
Gummistopfen - Aggregation durch hydrophobe
Grenzflache 0 3 0
- Extrahierbare Substanzen
Summe 9 25 11
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Die Grenzflicheninteraktionen bergen das hochste Risiko fiir eine Zersetzung der Protein-
molekiile wihrend des Fill & Finish Prozesses. Daher wurde der Fokus bei der Modellent-
wicklung auf die hydrophoben Grenzfldchen und die Luft-Wasser Grenzflachen gerichtet.
Eine Adsorption an Filtermembranen wurde in dieser Arbeit nicht betrachtet. Hier ist durch
Variation des Verhéltnisses von Filterflache zum filtrierenden Volumen eine einfache
Modellierung moglich. Simulationsmodelle sind am Markt verfiigbar und haufig Bestandteil
der Prozessentwicklung.

Die Priifung der Adsorption von Proteinen an Lagerbehiltern und Endbehéltnissen ist Be-
standteil von Stabilitdtsuntersuchungen. Die Adsorption wurde daher nicht im Detail unter-

sucht.
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3.5 Grundlagen zur Modellentwicklung

Es ist anzustreben, dass mit den Modellen der Einfluss von Scherung oder Grenzflachen auf
das Protein getrennt untersucht werden kann. Da bei der Versuchsdurchfithrung immer be-
stimmte Kontaktflichen in Form von Behiltern oder Schlduchen auftreten und ein komplett
luftblasenfreier Versuch nicht realisierbar ist, beinhalten die Modelle eine Kombination von
mehreren potentiellen Auslosern fiir Degradation. Es wurden daher verschiedene Modelle
entwickelt, bei denen der Schwerpunkt die Ermittlung einzelner oder einer Kombination von
kritischen Faktoren war.

In Abbildung 3-8 ist die Auswahl der Modelle und deren Zuordnung zur Simulation des An-
teils der Grenzflache (Y-Achse) und Scherung (X-Achse) dargestellt.
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Abbildung 3-8: Modelle zur Untersuchung der Proteindegradation
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Zur Ermittlung der Auswirkung von Scherbeanspruchung auf die Proteinlosung wurde ein
bereits vorhandenes Scherstress-Modell eingesetzt. Hydrophobe Grenzflichen und die
Grenzflichen zu Luft sollten hier vermieden werden, da diese zusitzliche Degradation ver-
ursachen konnen. Als fliissigkeitsberiihrende Flachen wurden daher Glas und Edelstahl
verwendet. Die Scherkréfte werden erzeugt, indem die Losung durch eine Edelstahlkantile
gedriickt wird. Durch Variation des Volumenstroms und der Anzahl der Zyklen durch eine

Kaniile kann die Scherrate und der Mass Shear eingestellt werden.

Zur Untersuchung der Auffaltung der Proteinstruktur an Luft-Wasser Grenzflichen wurde
ein Modell unter Verwendung einer Peristaltikpumpe entwickelt. Mit der Pumpe wurde ein
konstanter Volumenstrom der Losung durch Silikonschlduche erzeugt. Durch Einleiten von
Luftblasen mit Hilfe eines Gasdurchflussreglers und einer direkt im Schlauch fixierten
Kaniile konnte die Kontaktzeit der Luftblasen mit der Proteinldsung {iber die Schlauchlidnge
eingestellt werden. Da in diesem Modell Silikonschlduche verwendet wurden, wurde

ergidnzend die Degradation der Proteinlosung in den Schlduchen ohne Luftblasen ermittelt.

Unter Verwendung eines Horizontalschiittlers und eines Turbula-Mischers wurde die
Proteinaggregation an den Grenzfldachen zu Luft, PTFE, Metall, Glas und silikonisiertem
Glas untersucht. Durch den Zusatz einer bestimmten Anzahl von Kugeln zur Proteinlosung

konnten definierte Kontaktflichen simuliert werden.

Mit Hilfe einer halbautomatischen Kolbenpumpen-Abfiillmaschine wurde der Einfluss von
Scherkriften auf die Molekiile in Abfiillnadel und Abfiillpumpe bestimmt. Auch bei diesem
Modell wurden als Verbindungen Silikonschlduche verwendet, daher konnten Grenzflachen-
effekte nicht ausgeschlossen werden. Dieses Modell simuliert den Einfluss von Scherbean-

spruchung und Grenzflachen.

Die einzelnen Modelle sind in Kapitel 5 detailliert beschrieben.
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3.6 Formeln zur Berechnung von Scherraten und Mass Shear

Zu einzelnen Modellen im Ergebnisteil (Kapitel 5) wurden Scherraten und der Mass Shear

berechnet. In diesem Kapitel sind die zur Berechnung verwendeten Formeln definiert.

Fiir die Berechnung der Scherraten wurde die Beziehung von Hagen/Poiseuille zu Grunde
gelegt. Annahmen waren fiir alle Berechnungen das Vorliegen eines waagrechten Rohres,
laminare Stromung der Losungen und idealviskose und inkompressible Fliissigkeiten. Die
Berechung der Reynolds-Zahlen, als MaB fiir das Vorliegen von laminarer oder turbulenter
Stromungen, sind im Anhang, Kapitel 7.2.1 enthalten. Bei den Untersuchungen mit dem
Scherstress-Modell konnte die Stromung turbulent gewesen sein, dies wurde bei den Be-

rechnungen nicht beriicksichtigt.

Fiir die maximale Scherrate (= Schergeschwindigkeit) nahe der Rohrwand gilt die Bezie-

hung von Hagen/Poiseuille (Bohme, 2000).

_ v Gl.3.4
X T
Vw Maximale Scherrate Wand [s7]
v Volumenstrom [m/s]
r Rohrradius [m]
Der Volumenstrom wird durch die Stromung des Volumens pro Zeit definiert.
p=L
t Gl. 3.5

v Volumenstrom [m%/s]
V Volumen [m2°]
t Zeit [s]
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Die Scherdauer ergibt sich aus der Anzahl der Zyklen, der Rohrldnge und der Geschwindig-
keit der Losung im Rohr.

t, =Nx L
w Gl. 3.6
t Scherdauer gesamt [s]
N Anzahl Zyklen/Passagen durch
die Testsektion [ ]
/ Lénge Rohr [m]
w Mittlere Geschwindigkeit [m/s]

Die mittlere Geschwindigkeit wird durch den Volumenstrom und Rohrquerschnitt definiert
(Bohl, 1982).
4
zxr’ GlL3.7
Mittlere Geschwindigkeit [m/s]

w =

14 Volumenstrom [m¥/s]

r Rohrradius [m]

Der Mass Wall Shear, als Kennzahl der Scherbeanspruchung nahe der Rohrwand, wurde

durch Multiplikation der maximalen Scherrate mit der Scherdauer errechnet (Charm et al.,
1981).

(ye)W e GI. 3.8
(¥9),,  Mass Wall Shear []
Vw Maximale Scherrate Wand [s7]
Z Scherdauer gesamt [s]
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Die Gleichung 3.8 kann in die vom Volumenstrom unabhéngige Formel der Gleichung 3.9

aufgelost werden.

. . X
(79)W =y, Xt, = 4XV3 xNxL: 4XV3 XNXZX”_XF :ixle

S TXr W TXF V r

(6), =8><é><N GL3.9
(76),, Mass Wall Shear []
/ Lange Rohr [m]
d Rohrdurchmesser [m]
N Anzahl Zyklen/Passagen durch

die Testsektion [ ]

In der Sekundaérliteratur findet auch die Formel zur Berechnung des Mass Average Shear
hiufig Anwendung (Charm et al., 1970a; Charm et al., 1970b; Charm et al., 1981; Truskey et
al., 1987). Sie ist ein MaB fiir die mittlere Scherbeanspruchung im Rohr. Zum Vergleich der

Daten mit den Literaturwerten wurde auch dieser Wert mit der Gleichung 3.10 berechnet.

(»9),, =%XéxN

Gl. 3.10
(Q/H)W Mass Average Shear [ ]
/ Lange Rohr [m]
d Rohrdurchmesser [m]
N Anzahl Zyklen/Passagen durch

die Testsektion [ ]
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4 Modellproteine und Methoden

4.1 Modellproteine

Zur Priifung der Funktionalitdt der Modelle wurden Proteine aus verschiedenen Klassen mit

unterschiedlicher Molekiilgrof3e verwendet.

Es wurden bis zu drei verschiedene Antikdrperlosungen eingesetzt, da diese einen Grofiteil
der therapeutischen Proteine darstellen. Die als Immunglobuline bezeichneten Antikdrper
besitzen eine hohe Spezifitit, die im Korper tiber ihre dreidimensionale Struktur vermittelt
wird. Die Basisstruktur eines IgG besteht aus einem Y-formigen Molekiil mit je zwei identi-
schen schweren und leichten Ketten. Die Molekiilmasse betrigt ca. 150 kDa.

Die Degradation wurde am Beispiel von drei verschiedenen IgG untersucht. Eine Anti-
korperlosung (AK-3) wurde ausgewdhlt, von der bekannt war, dass sie wéhrend des Prozes-
sierens zur Denaturierung neigt. Eine weitere Antikorperlosung (AK-1) wurde verwendet,
die aufgrund der bisherigen Erfahrungen tiber den Herstellungsprozess und wéahrend der
Lagerung sehr stabil war. Zu einer dritten Antikérperlosung (AK-2) lagen zum Zeitpunkt der

Verwendung noch keine Ergebnisse zur Stabilitét vor.

Als weiteres Modellprotein wurde bovines Serumalbumin eingesetzt. BSA zéhlt nicht zu den
therapeutischen Proteinen, wurde aber aufgrund seiner Eigenschaften und des giinstigen
Preises als Modellprotein verwendet. Mit einer Molekiilmasse von ca. 67 kDa liegt BSA
zwischen den Antikoérpern und den Interferonen. Es ist ein stabiles Molekiil, was teilweise
durch die 17 enthaltenen Disulfidbriicken erklédrt werden kann (Banga, 2005). BSA besitzt
amphiphilen Charakter, weshalb es auch als Emulgator in der Lebensmittelindustrie ver-
wendet wird. Aufgrund der amphiphilen Eigenschaften kann Serumalbumin im Blutkreislauf
Wasser binden und auch hydrophobe Stoffe, wie z.B. Fettsduren und Hormone, transpor-

tieren.
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Mit der Klasse der Interferone wurde die Degradation an Proteinen mit geringer Molekiil-

masse untersucht, ca. 15 bis 20 kDa. Es gibt drei Gruppen von Interferonen, a -, - und
y -Interferone. Interferone gehoren zur Klasse der Zytokine. Uber spezifische Rezeptoren

wirken Zytokine im menschlichen Koérper auf unterschiedliche Zellen.

Fiir die Untersuchungen wurden zwei verschiedene Interferone eingesetzt.

4.1.1 Formulierungen

Die verwendeten Stammldsungen lagen bereits in optimierter Zusammensetzung vor und
wiesen ausreichende Haltbarkeit fiir die Vorbereitung der Versuche und Durchfiithrung der
Analysen auf.

Um eine vergleichende Beurteilung des Degradationsverhaltens der Proteinmolekiile durch-
zufiihren, wurden die Losungen auf eine Stoffmengenkonzentration des Proteins von

0,01 mmol/L standardisiert. Somit lag in allen Lésungen die gleiche Anzahl an Proteinmole-
kiilen vor. Bei der Verdiinnung wurden der urspriingliche Puffer und die urspriingliche
Hilfsstoffkonzentration beibehalten. Die eingesetzten Losungen sind in Tabelle 4 bis Tabelle
10 zusammengestellt.

Die Stammldsungen bzw. endverdiinnten Losungen wurden bis zur Versuchsdurchfithrung
bei 2-8 °C oder -70 °C tiber mehrere Wochen gelagert. Am Tag der Versuchsdurchfithrung
wurden alle Losungen tiber einen Filter der Porengrofle 0,2 pm filtriert. Hierdurch sollten
moglichst gleiche Ausgangsbedingungen geschaffen und, falls vorhanden, unlosliche Aggre-

gate entfernt werden.

42



4 Modellproteine und Methoden

Tabelle 4:

Antikorper

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Zusammensetzung AK-1 Losung, standardisiert 0,01 mmol/L
Material Massen- Stoffmengen- Molmasse
Konzentration | Konzentration
[mg/mL] [mmol/L] [g/mol]
AK-1 1,50 0,01 150.000,00
L-Histidin 3,88 25,0 155,20
Glycin 0,12 1,6 75,07
Mannitol 30,00 164,7 182,17
Salzsdure 12,00 329,2 36,45
WFI ad 1 mL - -
Zusammensetzung AK-2 Losung, standardisiert 0,01 mmol/L
Material Massen- | Stoffmengen- Molmasse
Konzentration | Konzentration
[mg/mLj] [mmol/L] [g/mol]
AK-2 1,47 0,01 147.500,00
L-Histidin 1,60 10,3 155,20
L-Histidin HCI x H,0O 3,08 14,7 209,63
NaCl 8,01 137,0 58,44
WFI ad 1 mL - -
Zusammensetzung AK-3 Losung, standardisiert 0,01 mmol/L
Material Massen- | Stoffmengen- Molmasse
Konzentration | Konzentration
[mg/mLj] [mmol/L] [g/mol]
AK-3 1,53 0,01 152.100,00
Na-Dihydrogenphosphat x 2H,0 0,40 2,6 153,99
I;;I;l\odonohymogenphosphat X 132 7.5 175.97
NaCl 8,48 145,1 58,44
WFI ad 1 mL --- ---
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Tabelle 7: Zusammensetzung AK-3 Losung mit Polysorbat (0,0024 %), standardisiert
0,01 mmol/L
Material Massen- | Stoffmengen- Molmasse
Konzentration | Konzentration

[mg/mL] [mmol/L] [g/mol]
AK-3 1,53 0,01 152.100,00
Tween 20 0,024 0,02 1.227,72
Na-Dihydrogenphosphat x 2H,0 0,40 2,6 153,99
Na-Monohydrogenphosphat X 132 75 175.97
2H,0
NacCl 8,48 145,1 58,44
WFI ad 1 mL --- ---

Die Polysorbat-Konzentration der AK-3 Losung liegt unterhalb der CMC von
0,08 mmol/L.

Serumalbumin

Tabelle 8: Zusammensetzung BSA-Losung, standardisiert 0,01 mmol/L
Material Massen- | Stoffmengen- Molmasse

Konzentration | Konzentration
[mg/mLj] [mmol/L] [g/mol]

BSA 0,67 0,01 67.000,00
K-Dihydrogenphosphat 0,20 1,5 136,08
Na-Monohydrogenphosphat X 1,14 8.0 142,56
2H,0
KCl1 0,22 3,0 74,55
NaCl 8,01 137,1 58,44
WFI ad 1 mL --- ---
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Interferone
Tabelle 9: Zusammensetzung IFN-1 Losung, standardisiert 0,01 mmol/L
Material Massen- | Stoffmengen- Molmasse
Konzentration | Konzentration
[mg/mL] [mmol/L] [g/mol]
IFN-1 0,185 0,01 18.500,00
HA* 9,26 0,13 69.367,00
Mannitol 9,26 50,8 182,17
Natronlauge 1,00 24.4 41,00
Salzsdure 1,90 52,1 36,45
WFI ad 1 mL --- -
Tabelle 10: Zusammensetzung [FN-2 Losung, standardisiert 0,01 mmol/L
Material Massen- | Stoffmengen- Molmasse
Konzentration | Konzentration
[mg/mL] [mmol/L] [g/mol]
IFN-2 0,165 0,01 16.465,00
Tween 20 0,10 0,08 1.227,72
Bernsteinsidure 0,27 23 118,09
Dinatriumsuccinat X 6H,O 0,73 2,6 280,14
Mannitol 40,00 219,6 182,17
WFI ad 1 mL - -

Die Polysorbat-Konzentration der IFN-2 Losung liegt im Bereich der CMC von

0,08 mmol/L.

* Humanes Albumin wird als Hilfsstoff betrachtet.
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4.1.2 Kenngrioflen und Eigenschaften der Proteine und Proteinlésungen

Mit Hilfe der Software Vector NTI, Version 10.2.0000, wurden durch Eingabe der Amino-
sduresequenzen der Proteinmolekiile die in Tabelle 11 zusammengestellten Kenngrofen
ermittelt. Auf Basis der jeweiligen Sequenz wurden die Molmasse, die Anzahl an Amino-

sduren, der theoretische pl und die Anzahl der negativ und positiv geladenen Reste berech-

net.
Tabelle 11: KenngroBen der Proteinmolekiile
Antikoérper Serum- Interferone
albumin
AK-1 AK-2 AK-3 BSA IFN-1 IFN-2

Molmasse [g/mol] 150.000 | 147.500 | 152.100 67.000 18.500 16.465
Anzahl Aminosiuren 1.326 1.328 1.326 607 165 140
Theoretischer pl 8,5 8,3 8,3 5,8 9,0 9,5
Anzahl negativ
geladene Reste 118 114 114 99 18 19
(Asp + Glu)
Anzahl positiv geladene
Reste 132 124 122 86 22 28
(Arg + Lys)

In Tabelle 12 sind die physikalisch-chemischen Eigenschaften der standardisierten Losungen

zusammengestellt.
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Tabelle 12: Physikalisch-chemische Eigenschaften der standardisierten Proteinlésungen
(0,01 mmol/L)
Antikérper Serum- Interferone
albumin
AK-1 AK-2 AK-3 BSA IFN-1 IFN-2
pH 6,0 6,0 7,2 7,0 7,1 5,0
Dichte [g/mL] 1,010 1,006 1,006 1,005 1,005 1,012
Osmolalitit
[mOsmol/kg] 199 284 289 265 99 230
DSC
Tml [°C] 70,3 69,8 73,1 60,7 72,4 55,5
Tm2 [°C] 87,8 81,5 83,6
Oberflachenspannung (bei 23 °C)
Ausgangslosung 71,7 72,3 | Ohne Tween 69,3 479 | MitHA 40,5 33,6
[mN/m]
Puffer [mN/m]’ Ohne Tween 72,8 Ohne HA 72,4
724 72,9\ " Mit Tween 43.9 7291 "MitHA 52,6 33,5

Die Anzahl der Aminosduren der Modellproteine reicht von 140 bei den Interferonen bis zu
ca. 1.300 bei den Antikorpern. Durch den Einsatz dieser Modellproteine wurde ein breites
Spektrum an Molekiilgroen abgedeckt.

Die Anzahl der negativ und positiv geladenen Reste wurde basierend auf den Aminoséuren
Asparagin, Glutamin, Arginin und Lysin ermittelt. Mit Ausnahme des BSA-Molekiils war
die Anzahl der positiv geladenen Reste hoher als die der negativ geladenen. Dies spiegelt

sich auch im geringen isoelektrischen Punkt (pI) von BSA wider.

Der pH-Wert der Losungen variierte aufgrund der unterschiedlichen Hilfsstoffzusammen-
setzung von pH 5,0 bis pH 7,2, die Osmolalitit variierte ebenfalls stark im Bereich von 99
bis 284 mOsmol/kg.

Die Dichte aller Losungen betrug ca. 1,01 g/mL.

Die mittels DSC bestimmte thermische Auffaltungstemperatur (Tm) lag bei der BSA- und
IFN-2 Losung deutlich unterhalb 70 °C. Die drei Antikorper- und die IFN-1 Losungen hin-

gegen wiesen bei Messung mittels DSC hohere Tm auf.

> Puffer entspricht der Losung ohne Protein.
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Die Oberflichenspannungen (Wilhelmy-Platten Methode) der polysorbatfreien Antikorper-
16sungen lagen im Bereich von Wasser. Bei der BSA-Losung wurde eine deutlich geringere
Oberflachenspannung gemessen, was auf die ausgepragt amphiphilen Eigenschaften des
Molekiils zuriickzufiihren ist. Ebenso war die Oberflachenspannung des Humanalbumin-
haltigen Puffers zu IFN-1 mit 53 mN/m sehr niedrig. Durch Zusatz von IFN-1 reduzierte
sich die Oberflichenspannung weiter auf 41 mN/m. Die IFN-2 Losung hatte mit 34 mN/m
die geringste Oberflachenspannung aller untersuchten Losungen. Dies ist auf den poly-

sorbathaltigen Puffer zuriickzufiihren.
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4.2 Methoden

In diesem Kapitel ist die Durchfithrung der Analysenmethoden beschrieben, die im Rahmen
der Versuche verwendet wurden. Der theoretische Hintergrund der Methoden wurde im
Kapitel 3.3 erldutert. Eine Ubersicht der Analysengerite ist im Anhang, Kapitel 7.1.1.1, ent-
halten.

Die Durchfithrung der Analysen mit dem Triibungsphotometer, Partikelzdhler, PCS, die
makroskopische Beurteilung und die Mikroskopie erfolgten direkt nach Versuchsende.
Vor Durchfithrung der UV/VIS Spektroskopie wurden die Proben bei 2-8 °C fiir max. zwei
Tage nach Versuchsende gelagert.

Die HP-SEC Messungen wurden innerhalb von vier Wochen nach Versuchsende durchge-

fithrt. Die Proben wurden bis zur Messung bei -20 °C gelagert.

Direkt vor Offline-Triibungsmessung und Partikelzéhlung durch Lichtblockade wurden fiir
die Messung stérende Luftblasen aus der Losung entfernt. Die Proben wurden mit Hilfe von

Unterdruck entgast.

4.2.1 Triibungsmessung (Offline)

Fiir die Triibungsmessung wurden Rundkiivetten aus Glas mit je 1,5 mL unverdiinnter
Losung verwendet. An jedem Ziehungszeitpunkt wurden zwei Proben entnommen, die
Messung wurde als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Der Mittelwert und die

Standardabweichung wurden berechnet.

4.2.2 Triibungsmessung (Online)

Die Online-Triibungsmessung wurde versuchsbegleitend durchgefiihrt. Die Lichtstreuung
wurde in den Winkeln von 90° (seitwirts Streuung), 11° (vorwirts Streuung) und 180° (un-
gestreutes Licht) gemessen, siche Anhang, Kapitel 7.3, Abbildung 7-2. Die Aufzeichnung
der Messwerte erfolgte alle 30 Sekunden. Im Ergebnisteil sind die bei 90° detektierten Licht-

streuungen beispielhaft dargestellt.
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Die Messzelle wurde wihrend der Versuche vertikal von unten nach oben mit Lésung durch-
stromt. Hierdurch sollten Storeffekte durch Luftblasen oder sedimentierende Partikel mini-
miert werden. Die Kalibrierung des Messgerits wurde vom Hersteller mit Formazinstandard

durchgefiihrt.

4.2.3 Lichtblockade

Die Zéghlung der subvisuellen Partikel erfolgte mit dem Prinzip der Lichtblockade. Die
Methode ist in der USP <788> (United States Pharmacopeia, 2008) und Ph. Eur. 2.9.19
(European Pharmacopoeia, 2008) fiir Losungen zur Injektion beschrieben.

Das verwendete Gerét hat einen Messbereich fiir Teilchendurchmesser von 0,5 bis 130 pm.
Eine Kalibrierung der PartikelgroBBenkanéle wird in regelméaBigen Abstinden vom Geréte-
hersteller durchgefiihrt.

Nach einem Vorlauf von 0,5 uL wurden die Proben unverdiinnt mit einem Volumen von

1,0 mL im Durchfluss gemessen. Es wurde eine Dreifach-Bestimmung pro Probe durchge-
fithrt. Der Mittelwert und die Standardabweichung je Partikelgroenkanal wurden berechnet.
Bei der Messung wird die Anzahl der Partikel je PartikelgroBenkanal erfasst. In Kapitel 5
sind die Ergebnisse als Haufigkeitsverteilung der Partikelanzahl zur Partikelgrofe darge-
stellt. Bei Versuchen, in denen iiber die Versuchsdauer mehrere Proben entnommen wurden,
ist die kumulierte Anzahl der Partikel pro Milliliter mit den Durchmessern > 0,5 um
(gesamter Messbereich), > 10 um und > 25 pm (entsprechend Arzneibuch-Klassifizierung)
abgebildet. Zur Auswertung der Daten der Partikelbestimmung wurde die Anzahlverteilung
gewihlt, da diese der Routinepriifung von Parenteralia entspricht.

Die maximal erfassbare Partikelanzahl ist vom Geritehersteller mit 60.000 Partikel/mL an-
gegeben. Es wurden teilweise Werte von grofler 60.000 Partikel/mL erhalten. Durch
Messungen nach Verdiinnung der Proben sind Artefakte entstanden. Daher wurden in
Kapitel 5, beim Fazit der jeweiligen Versuche, bei Uberschreitung der maximalen Partikel-

anzahl die Werte mit ,,> 60.000* aufgefiihrt.
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4.2.4 UV/VIS Spektrometrie und Spektroskopie

Die Proben wurden mit dem jeweiligen Puffer verdiinnt, bis die Absorption im Bereich des
Lambert-Beerschen Gesetzes lag.

Jeweils 500 uL Losung wurden in einer Einmalkiivette analysiert. Die Messung erfolgte im
Zweistrahl-Photometer, als Differenz zum jeweiligen Puffer. Die Probe und der Puffer
wurden fiir die Verdiinnung bis zur Absorption < 0,7 in die Kiivette eingewogen und die
Konzentration mit dem jeweiligen Verdiinnungsfaktor berechnet.

Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenldnge von 280 nm. Fiir alle Proben
wurde zusétzlich der fiir die Konzentrationsbestimmung stérende Streulichtanteil bei 320 nm
ermittelt. Dieser Wert wurde vom Wert bei 280 nm subtrahiert, um die tatsdchliche Absorp-
tion durch das Protein zu erhalten. Anhand der Absorption wurde die Proteinkonzentration
mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes berechnet.

Zusétzlich zu den unfiltrierten Proben wurde die direkt vor der Messung filtrierte Protein-
16sung gemessen. Durch die Differenz der Konzentration von unfiltrierter zu filtrierter Probe
wurden die unloslichen Aggregate quantitativ bestimmt. Die prozentuale Verédnderung der
Proben im Vergleich zur Ausgangslosung wurde in den Abbildungen im Ergebnisteil eben-
falls angegeben.

Der Mittelwert aus drei Messwerten und die Standardabweichung wurden berechnet.

Des Weiteren wurde die Absorption im Wellenldngenbereich von 750 bis 200 nm (Auf-
nahme Spektren) der Losungen ermittelt. Hierdurch konnte der Verlauf des Streulichtanteils
tiber den Wellenlidngenbereich beurteilt werden.

Zusétzlich wurde der Aggregations-Index zur Bestimmung der relativen Lichtstreuintensitét
bei 320 nm durch Proteinaggregate zur Ergédnzung der Daten der Triilbungsmessung berech-

net. Im Ergebnisteil in Kapitel 5.4.3 ist dies am Beispiel des Mischer-Modells enthalten.

4.2.5 GrofBenausschlulichromatographie

Zur Bestimmung der Anteile von Monomeren, Fragmenten und Aggregaten in der Probe
wurden die Probengefdlle mit je 500 pL filtrierter Losung unverdiinnt in den Autosampler
der HP-SEC Anlage positioniert. Es wurden pro Messung 40 puL. Probe bei den Antikérper-
und BSA-Losungen und 50 pL bei den Interferonlésungen injiziert. Die Detektion des
UV/VIS-Signals erfolgte bei den Wellenlédngen 215 und 280 nm. Die Auswertung des

51



4 Modellproteine und Methoden

Signals wurde bei den Antikérper- und BSA-Losungen bei 280 nm und bei den Interferon-
Losungen bei 215 nm durchgefiihrt, da die Intensitdt des Signals bei 280 nm zu gering war.
Der prozentuale Anteil der einzelnen Peaks bezogen auf die Gesamtpeakflache wurde mit
der Gerdtesoftware berechnet. Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung pro Probe durchge-
fiihrt. Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden berechnet.

Durch Kalibrierung mit Molekularmarker wurde der Retentionszeit eine Molekularmasse

zugeordnet.

4.2.6 Photonenkorrelationsspektroskopie

Es wurden je 500 uL Probe unverdiinnt und unfiltriert in einer Einmalkiivette gemessen. Vor
jeder Messung erfolgte eine Temperierung der Losungen fiir zwei Minuten bei 23 °C. Der
Brechungsindex war fiir alle Losungen mit 1,45 und die Viskositdt von Wasser mit

0,9308 mPax s vorgegeben. Die optimale Laserstirke, die Messdauer und die Messposition
wurden durch die Gerdtesoftware automatisch ermittelt.

Die Beurteilung der Proben erfolgte anhand des Z-Average und des Polydispersitéitsindex.
Die Berechnung der beiden Kenngroflen wurde durch die Gerétesoftware auf Basis der
Intensitétsverteilung ausgefiihrt. Es wurden drei Bestimmungen pro Kiivette durchgefiihrt.
Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden berechnet.

Der Messbereich des verwendeten Gerétes ist vom Hersteller von 0,6 nm bis 6.000 nm
(hydrodynamischer Durchmesser) angegeben. Es wurden teilweise Werte fiir den Z-Average
von mehr als 6.000 nm erhalten. Bereits ab 1.000 nm kann die Aussagekraft der Ergebnisse
aufgrund von Sedimentationseffekten stark beeinflusst sein. Daher wurden in Kapitel 5,
beim Fazit der jeweiligen Versuche, bei Uberschreitung des Z-Average von 1.000 nm die
Werte mit ,,> 1.000 nm* aufgefiihrt. Eine Verdiinnung der Proben kam nicht in Frage, weil

dies zur Entstehung von Artefakten hétte fithren kénnen.
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4.2.7 Makroskopische Beurteilung

Die makroskopische Beurteilung der Losungen iiber die Versuchsdauer bzw. am Ende der
Versuche erfolgte direkt im Vorlagegefil3. Die Farbe und das Aussehen der Losungen, die
Form (faserartig, kugelig) und Anzahl der Partikel und das Vorhandensein von Schaum

wurden vergleichend tiber die Proben beurteilt.

4.2.8 Lichtmikroskopie

Pro Probe wurden ein bis zwei Tropfen Losung auf den Objekttriager pipettiert und ein
Deckglas aufgelegt. Die Messung erfolgte im Durchlicht und die Lichtstdrke wurde fiir jede
VergroBerung angepasst. Es wurde mindestens je ein Foto mit den VergréBerungen 50, 100,
200 und 500fach aufgenommen. Die Aufnahmen wurden bei den verschiedenen Ver-

groBerungen innerhalb einer Probe ohne Anderung der Objekttrigerposition erstellt.
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S Ergebnisse und Diskussion

In den folgenden Kapiteln sind die wesentlichen Untersuchungen zur Degradation von Pro-
teinmolekiilen, ausgelost durch Scherung und Grenzflichenkontakt, zusammengefasst. Es
wurden verschiedene Modelle entwickelt, um die Ursachen fiir Instabilitdten von biologisch-
pharmazeutischen Arzneimitteln zu ermitteln und bzgl. ihres Risikos im Fill & Finish
Prozess zu beurteilen. Durch die Auswahl der Modelle wurde angestrebt, Grenzflachen-
effekte von durch Scherung verursachter Aggregation der Molekiile zu trennen bzw. die

Effekte, wie sie im Produktionsprozess vorkommen konnen, gezielt zu kombinieren.

5.1 Scherstress-Modell

Mit diesem Modell wurde die Degradation von Proteinmolekiilen aufgrund der Einwirkung
von Scherkriften ermittelt. Die Ergebnisse sind am Beispiel der Antikorperlosung AK-3 mit
zwei verschiedenen Scherraten dargestellt. Die Scherrate von ca. 8.700 s wurde gewihlt, da
diese in der GroBenordnung den im ProduktionsmaBstab auftretenden Scherraten im Fill &
Finish Prozess entspricht. Beim Abfiillprozess tritt die hochste Scherrate in der Abfiillnadel
auf, wenn diese dem kleinsten Durchmesser im System entspricht. Die Scherrate in der Ab-
fiillnadel mit dem Durchmesser von 1,6 mm wurde beispielhaft im Kapitel 5.1.2 mit ca.
8.700 s berechnet. Die Auswirkungen von extremen Scherkriften sind exemplarisch an

einem Versuch mit einer Scherrate von 72.150 s™ dargestellt.

5.1.1 Modellbeschreibung

Die Scherstressapparatur besteht aus zwei 20 mL Glasspritzen (1) mit Luer-Lock Konus, die
iiber eine Edelstahlkaniile (2) verbunden sind, und den passenden Glaskolben (4), Abbildung
5-1. Die Scherbeanspruchung in der Kaniile wurde durch die Geschwindigkeit des Ent-
leerens der Spritzen, durch den Kaniilendurchmesser und der Anzahl der Zyklen eingestellt.
Nach dem Befiillen der Spritzen mit der Losung und anschlieBendem Entliiften des Systems
wurden die Kolben an den Enden fixiert. Der Mittelteil (3) der Scherstress-Apparatur wird
iiber einen Motor angetrieben und fiihrt die eingestellte Anzahl von Zyklen mit der fiir die
jeweilige Scherrate entsprechenden Geschwindigkeit aus. Durch die Bewegung des Mittel-
teils der Apparatur werden die Spitzen entleert und befiillt. Ein Zyklus entspricht einer Ent-

leerung der Spritze.
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Die Materialien, die mit Proteinlosung Kontakt haben, sind aus Edelstahl oder Glas, so dass
hydrophobe Grenzflacheneffekte vermieden werden. Das System lie83 sich jedoch nicht
komplett entliiften. Einzelne in den Spritzen vorhandene Luftblasen wurden wéhrend der
Versuche nicht durch die Kaniile bewegt. Durch Luftblasen verursachte Grenzflicheneffekte

werden daher als vernachlédssigbar betrachtet.

@ Glasspritze @ Kanille ® Mittelteil @ Glaskolben
beweglich

Abbildung 5-1: Foto (oben) und schematische Darstellung (unten) der Scherstressapparatur
Die im Folgenden dargestellten Versuche unterscheiden sich durch die eingestellten Scher-

raten. Die Ergebnisse sind durch den Zusatz der jeweiligen Scherrate differenziert.

Die Versuche wurden mit AK-3 Losung (0,01 mmol/L) durchgefiihrt. Die Losungen wurden
mit 300 Zyklen tiber eine Kaniile mit 15 mL/Zyklus gedriickt.

Bei der Einstellung der Scherrate von 8.696 s™ betrug der Volumenstrom 6,83 mL/s, der
Innendurchmesser der Kaniile 2 mm und die Kaniilenldnge 139 mm.

Fiir die Scherrate von 72.150 s™ wurde eine Kaniile mit dem Innendurchmesser von 0,6 mm

und einer Lénge von 138 mm verwendet. Der Volumenstrom betrug hier 1,53 mL/s.
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Wihrend der Abfiillung der Losung auf der Abfiillmaschine erfolgt nur ein Zyklus iiber die
Abfiillnadel. In diesem Modell wurden jedoch 300 Zyklen gewéhlt, um durch kumulative
Effekte die Degradation durch Scherung besser beurteilen zu konnen.

Die Versuche mit dem Kolbenpumpen-Modell wurden zur Gewéhrleistung der Vergleich-

barkeit mit ebenfalls 300 Zyklen durchgefiihrt.

5.1.2 Kenngrofien

Wesentliche Scherkrifte im Fill & Finish Prozess kénnen bei der Filtration der Protein-
16sungen tiber Filtermembranen und bei der Abfiillung in der Abfiillnadel entstehen, da hier

die kleinsten Durchmesser bei Prozessierung vorhanden sind.

Filtration

Fiir die Filtration einer Losung tiber eine Membran mit dem Porendurchmesser von 0,22 um
wurde durch Truskey (Truskey et al., 1987) ein Mass Average Shear von 2.450 ermittelt,
siche Kapitel 3.4.5.1.

Abfiillung

Die Scherrate wurde am Beispiel der Abfiillnadel mit einem Innendurchmesser von 1,6 mm
und einer Lénge 122 mm berechnet.

Ublich sind Abfiillgeschwindigkeiten von ca. 50 Takten pro Minute und Abfiillstation. Die
max. Dosiermenge (entspricht hochstem Volumenstrom) der Pumpe (Gréf3e 0,3-2,1 mL)
entspricht im Kolbenpumpen-Modell 2,1 mL/Takt. Ein Takt entspricht einer Pumpen-
befiillung und -entleerung. Wird der Volumenstrom der Pumpenentleerung betrachtet,
welcher der Nadelentleerung entspricht, werden hierfiir 50 % des Taktes benétigt. Die
weiteren 50 % werden fiir die Befiillung der Pumpe und fiir die jeweils zweimalige Drehung

von 180 Grad beansprucht, detaillierte Beschreibung siehe Kapitel 5.5.2.

Die fiir die Berechnungen zu Grunde liegenden Formeln sind in Kapitel 3.6 vorgestellt. Die

einzelnen Berechnungen sind im Anhang, Kapitel 7.2.2 zusammengestellt.
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Tabelle 13: Ubersicht Scherraten und Mass Shear
Volumen- | Geschwin- Scher- | Scherrate | Mass Wall Mass
strom digkeit dauer Shear Average
Shear
Viwss] | W [ms] L | 7w 87 (»0), (79),.
Filtration, Membran
mit Poren- 2.450
durchmesser 0,2 pm
Abfiillung
Produktionsmal3stab; %
Nadel 7=0,0008 m: 3,5 % 10 1,74 0,007 8.704 609 407
Nadel /=0,122 m
Modell, Scherrate —f ¢ g3 o 14 2,17 19,22 8.696 | 167 x 10° | 1,11 x 10°
8.696 s
l;gof;(l)l’s_lehe“ate 1,53 x 10 5,41 7,65 72.150 | 5,52 x 10° | 3,68 x 10°

Der Mass Average Shear in der Abfiillnadel ((y@)av =407) mit einem Innendurchmesser von

1,6 mm ist deutlich geringer als bei der Filtration iiber eine Membran der Porengrée 0,2 pm

((j/@)av =2.450). Der im Modell simulierte Mass Average Shear (Scherrate 8.696 s und

72.150 s) ist um Faktor 45 und 150 héher als in der Filtermembran und um ca. Faktor 270
und 900 hoher als in der Abfiillnadel.

5.1.3 Ergebnisse

Exemplarisch fiir die Scherversuche werden die Ergebnisse der AK-3 Losung bei den Scher-

raten von 8.696 s und 72.150 s™ abgebildet.

Durch die Scherbeanspruchung mit 300 Zyklen nahm die Triibung nur geringfiigig auf
1,6 FNU (Scherrate 8.696 s™) und 1,9 FNU (Scherrate 72.150 s) zu.

Die durch Lichtblockade ermittelte Partikelanzahl nahm im GréBenbereich von 0,5 bis 5 um

durch den Scherstress deutlich zu (Abbildung 5-2). Die kumulierte Anzahl der Partikel

> 10 pum aller Losungen war mit max. 211 Partikel/mL jedoch sehr gering.
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10000 -
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Abbildung 5-2: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Scherstress-Modell

Die Proteinkonzentration nach 0,2 pm Filtration ist in Abbildung 5-3 dargestellt. Die Sdulen
entsprechen der Konzentration in Milligramm pro Milliliter, linke Y-Achse. Werte oberhalb
der Sdulen und das Symbol ,,x “ entsprechen dem prozentualen Anteil der Proteinkonzentra-
tion bezogen auf die Ausgangslosungen, rechte Y-Achse.

Durch die Verdnderung der Konzentration der Losungen nach den Versuchen im Vergleich
zur Ausgangslosung wurde der Anteil der unloslichen Aggregate nach Filtration erfasst. Der
Anteil unloslicher Aggregate (> 0,2 pm) bezogen auf die Ausgangslosung war mit max.

1,8 % relativ gering.

[0280-320 nm
X Prozentualer Anteil

207 100,0 982 100,0 99,4
1,8 X x X X - 100

1,6
1.4 4
1,2 H
1,0
0,8
0,6 1
0,4 1
0,2 1
0,0 -

Konzentration [mg/mL]
Konzentration [%]

Ausgangslosung Los. Versuchsende Ausgangslosung Los. Versuchsende
Scherrate 8.696 1/s Scherrate 8.696 1/s Scherrate 72.150 1/s Scherrate 72.150 1/s

Abbildung 5-3: Ergebnisse Proteinkonzentrationen der AK-3 Losungen, Scherstress-Modell
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Der Anteil der 16slichen Aggregate und Fragmente wurde durch die Verdanderung des
Monomergehalts der gescherten Losungen im Vergleich zu den Ausgangslosungen mit Hilfe
der HP-SEC Analyse ermittelt. Nach Scherbeanspruchung war der Monomergehalt im
Vergleich zur Ausgangslosung um 13 bis 17 % reduziert, was allein auf die Entstehung von

Aggregaten, nicht Fragmenten, zuriickzuftihren war.

Ebenfalls wurde eine Verdnderung der Mittelwerte der hydrodynamischen Durchmesser
(Z-Average) durch PCS-Analyse an den Losungen nach den Versuchen ermittelt (Abbildung
5-4). Der Z-Average der Ausgangslosungen wies den fiir Antikorper erwarteten Wert von

11 nm auf. Nach den Versuchen stiegen die Werte auf 82 nm bzw. 16 nm an. Die
Polydispersitidt der Proben nahm durch die Scherbeanspruchung ebenfalls zu. Ein
Polydispersititsindex von mehr als 0,1 deutet darauf hin, dass keine monomodale Verteilung

der Teilchen nach Scherbeanspruchung mehr vorlag.

10000 7 - 1,2
] OZ-Average
—_ @ Pdl
E. ] +1,0 .
5 1000 El 8
a ] +08 £
[7]
£
£ 100 - T06 p
a ] §
& 2
& 1043
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g k! / + 0,2
N
1 A ZZ ‘ 0,0

Ausgangslésung Los. Versuchsende Ausgangslésung Loés. Versuchsende
Scherrate 8.696 1/s Scherrate 8.696 1/s Scherrate 72.150 1/s Scherrate 72.150 1/s

Abbildung 5-4: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser, Z-Average (ausgefiillte
Saulen) und PdI (schraffierte Sdulen) der AK-3 Losungen, Scherstress-Modell

5.1.4 Diskussion

Durch die Scherbeanspruchung sind hauptséchlich 16sliche Aggregate entstanden, was durch
die Reduktion des Monomergehaltes um ca. 15 % und einer Zunahme des Z-Average belegt
wird.

Der Anteil unloslicher Aggregate durch Triibungsmessung, Lichtblockade und UV/VIS-
Messung ermittelt, nahm geringfiigig zu. Ursache hierfiir konnte eine Zerkleinerung der

Aggregate durch die in der Kantile aufgebauten Scherkrifte sein.
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Der im Modell simulierte max. Mass Average Shear war um Faktor 150 hoher als der in der
Literatur angegebene berechnete Wert fiir die Sterilfiltration. Im Vergleich von unter
Produktionsbedingungen auftretenden Scherbeanspruchungen in der Abfiillnadel, mit der im
Modell gewéhlten Mass Wall Shear, war die Scherbeanspruchung im Modell ca. 900 mal
hoher. Das Risiko der Degradation durch Scherkrifte wihrend der Prozessierung wird an-
hand der Ergebnisse daher als gering eingestuft.

Im Modell waren ausschlieBlich hydrophile Materialien mit der Proteinlosung in Kontakt.
Dies konnte die Ursache sein, weshalb sich nur ein geringer Anteil der Molekiile durch die
Einwirkung von Scherkréften aufgefaltet hat und aggregiert ist. Die Ergebnisse der Unter-
suchungen zur Degradation von Proteinmolekiilen an hydrophoben Grenzfldchen sind in den

Kapiteln 5.2 bis 5.4 dargestellt.

5.1.5 Fazit
In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der vorgestellten Scherversuche zusammengefasst.

Tabelle 14: Ergebnisse Untersuchungen zu Scherung

Priifpunkt Scherrate
Methode 8696s' | 72150s"

Abnahme Monomergehalt gegeniiber Ausgangswert

HP-SEC [%] 17 13
Hydrodynamischer Durchmesser, Z-Average

82 16
PCS [nm]
Triibung Offline [FNU] 1,6 1,9
Zunahme unloslicher Aggregate gegeniiber Ausgangswert 18 0.6

UV/VIS Spektrometrie [%]

Partikelzahlung > 0,5 um

Lichtblockade [Anzahl Partikel/mL] 134911 18.281

Durch Scherbeanspruchung sind hauptsédchlich 16sliche Aggregate entstanden. Es wurde kein
entscheidender Unterschied der Degradation bei einer Scherrate von 8.696 s™
((#9),,=1,7x10°) und 72.150 s™* ((y9),,=5.5% 10°) ermittelt.

Da im ProduktionsmaRstab nur ein Zyklus iiber die Abfiillnadel durchgefiihrt wird und in
den oben beschriebenen Versuchen 300 Zyklen ausgefiihrt wurden, stellt die Degradation

durch Scherung im Fill & Finish Prozess ein nur geringes Risiko dar.
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5.1.6 Bewertung des Modells

Das Modell der Scherstressapparatur ist sehr gut geeignet, um Proteinlosungen hinsichtlich
threr Schersensitivitdt zu untersuchen. Die im Produktionsmafstab bei der Filtration und
Abfiillung auftretenden Scherraten konnen simuliert werden. Grenzflacheneftekte sind durch
den Einsatz hydrophiler Kontaktmaterialien minimiert. Durch eine erhdhte Anzahl von
Scherzyklen konnen extreme Bedingungen gewéhlt und die proteinhaltigen Losungen be-

zliglich ihrer Sensitivitidt auf Scherbeanspruchung beurteilt werden.

Tabelle 15: Bewertung Scherstress-Modell
Parameter Eigenschaften Modell
Scherbeanspruchung Hoch
Anzahl Zyklen Einstellbar (ein bis mehrere tausend Zyklen)
Versuchsdauer Kurz (ein Tag)
Grenzfliacheneffekte
- Anteil Grenzfliche Metall Mittel
- Anteil Grenzfliache Glas Mittel
- Anteil Grenzflache Luft Gering
Einsatzgebiet Charakterisierung Schersensitivitét verschiedener
Molekiile
Limitation Viskositit der Losung
Ubertragbarkeit ProduktionsmaBstab | Ja, Scherraten kénnen simuliert werden
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5.2 Peristaltikpumpen-Modell

Mit dem Peristaltikpumpen-Modell wurde die Degradation der Proteinmolekiile durch Kon-

takt der Losung mit Silikonschlduchen und Luft untersucht.

5.2.1 Modellbeschreibung

In diesem Modell wurden die Proteinlosungen bei Raumtemperatur aus einem Vorlagebe-
hilter (5) tiber einen Silikonschlauch mit Hilfe einer Peristaltikpumpe (4) gefordert,
Abbildung 5-5. Nach der Peristaltikpumpe (4) wurden die Losungen tiber ein Online-
Triibungsphotometer (2) mit einem Silikonschlauch (3) zuriick in den Vorlagebehélter (5)
aus Glas gefiihrt. Durch die Zirkulation der Losung sollten die Effekte durch Kontakt der
Proteinmolekiile mit dem Silikonschlauch verstiarkt werden.

Zur Untersuchung der Degradation der Proteinmolekiile durch die zusétzliche Kontaktfldche
zu Luft wurde am Ausgang des Triibungsphotometers (2) Luft {iber einen Durchflussregler
(6) mit Hilfe einer direkt in den Silikonschlauch (3) eingestochenen Kaniile (7) zugefiihrt,
Abbildung 5-5 und Abbildung 5-6. Durch diesen Aufbau wurden Luftblasen in der Losung
innerhalb des Schlauches erzeugt. Die Kontaktzeit der jeweiligen Losung mit den Gasblasen

wurde iiber alle Versuche konstant gehalten.

@ Temperatursensor @ Trubungsphotometer ® Silikonschlauch

el

[\

@ Peristaltikpumpe ® Vorlagebehalter © Durchflussregler
Druckluft

Abbildung 5-5: Schematischer Darstellung des Autbaus der Versuche mit Zusatz von Luft
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@ Druckluftzufuhr ~ ® Silikonschlauch Auslauf
Trubungsphotometer

Abbildung 5-6: Foto Auslauf Triibungsphotometer mit Druckluftzufuhr tiber Kaniile

Als Referenz zur Beurteilung des Ausmalles der Degradation wurde die Proteinlésung im
Vorlagebehilter (5) in einem Wasserbad (8) erwédrmt und tiber Schlduche (3) mit Hilfe einer
Peristaltikpumpe (4) befordert, Abbildung 5-7. Die Temperatur der Lésungen im Vorlage-
behilter (5) wurde bei allen Versuchen mit Hilfe eines Temperatursensors (1) ermittelt und
aufgezeichnet.

Es wurden bei allen Versuchen platin-katalysierte Silikonschlduche pharmazeutischer Giite-

klasse verwendet.

® Temperatursensor @ Tribungsphotometer @ Silikonschlauch

=7

Wasserbad ® Vorlagebehélter @ Peristaltikpumpe

Abbildung 5-7: Schematischer Darstellung des Aufbaus der Versuche mit Erwidrmen im
Wasserbad

Die Proteinlésungen wurden bei minimaler Pumpendrehzahl, entsprechend einer Scherrate
im Silikonschlauch von ca. 50 s'l, iiber 5,5 Stunden ohne oder mit zusdtzlichem Lufteintrag

zirkuliert. Die Gesamtkontaktzeit der Losung mit Luftblasen im Schlauch betrug 1 Stunde
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und 50 Minuten und mit Silikonschlduchen ca. 2,5 Stunden, Berechnungen siche Kapitel
5.2.2 und Anhang, Kapitel 7.2.3. Die restliche Zeit von ca. drei Stunden war die Losung
hauptsichlich mit dem Glas des Vorlagebehélters und kurze Zeit mit dem Triitbungsphoto-
meter® in Kontakt.

Die Versuche unter Erwiarmen der Losungen im Wasserbad wurden bereits nach 2,5 Stunden
beendet, da die Triibungswerte iiberwiegend oberhalb des maximal erfassbaren Messwertes

von 100 FTU lagen.

Temperatur des Wasserbades bei den Versuchen mit Erwidrmen der Losungen

Temperatur Haltezeit Heizrate
20-60 °C 20 min 2 °C/min
60 - 60 °C 10 min ---

60 - 80 °C 20 min 1 °C/min
80-90 °C 5 min 2 °C/min
90 -90 °C 45 min ---

90 - 20 °C 35 min 2 °C/min

Die Temperaturen der Losungen im Vorlagebehilter betrugen max. 52 bis 65 °C.

Die Position von Zu- und Riicklauf der Schlduche im Vorlagebehélter wurde tiber alle Ver-
suche konstant gehalten und so gewihlt, dass moglichst keine zusitzliche Degradation initi-

iert wurde.

Exemplarisch fiir das Peristaltikpumpen-Modell wurden die Versuche in Tabelle 16 ausge-

wihlt und die Ergebnisse in Kapitel 5.2.3 zusammengestellt.

Die Reproduzierbarkeit der Versuche mit diesem Modell wurde mit AK-3 Losung und Luft-
eintrag tiberpriift (Versuche AK-3 L1, AK-3 L2, AK-3 L3).

Die Auswirkung verschiedener Proteinkonzentrationen auf den Triibungsverlauf wird am
Beispiel der AK-2, AK-3 und BSA-Losungen dargestellt.

Die Stabilisierung von Proteinlosungen durch Polysorbat (0,0024 mg/mL Tween 20) unter
Einwirkung von Luftblasen wird beispielhaft mit AK-3 Losung belegt.

% Materialien: Hostaflon, entspricht modifiziertem PTFE, und Sensorfenster aus Saphir.
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Tabelle 16: Ubersicht Versuchsparameter; Zusatz Versuchs-Bezeichnung: T=Thermischer
Einfluss (ca. 60 °C); L=Luftdurchfluss

Proteinlosung | Versuchs- Temperatur Durchfluss Protein-
Bezeichnung Losung Luft | konzentration
[°C] [L/h] [mg/mL]

AK-1 AK-1 T Ca. 60
AK-1 RT --- 1,50

AK-1 L RT 1

AK-2 AK-2 T Ca. 60 ---
AK-2 RT - 1,47

AK-2 L RT 1
AK-2 L 10mg/mL RT 1 10,0

AK-3 AK-3 T Ca. 60 i

AK-3 RT —
AK-3 L1 RT 1 1,53

AK-3 L2 RT 1

AK-3 L3 RT 1

AK-3 L 2mg/mL RT 1
AK-3 2mg/mL RT — 2,00
AK-3 + Tween |AK-3_L_Tween RT 1 1,53

BSA BSA T Ca. 60
BSA RT - 0,67

BSA L RT 1
BSA 20mg/mL RT --- 20,0

IFN-1 IFN-1_T Ca. 60
IFN-1 RT --- 0,185

IFN-1 L RT 1

IFN-2 IFN-2 T Ca. 60 i
IFN-2 RT --- 0,165

IFN-2 L RT 1
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5.2.2 Kenngrofien

Die fiir die Berechnungen zu Grunde liegenden Formeln sind in Kapitel 3.6 aufgefiihrt. Die

einzelnen Berechnungen sind im Anhang, Kapitel 7.2.3 zusammengestellt.

Tabelle 17: Ubersicht Scherraten und Kontaktzeiten
Volumen- Geschwin- Scherrate Volumen- | Kontaktzeit
strom digkeit wechsel
V [ms] W [mys] Yw [s7] vw t, [s]
Mit und ohne Luft, RT
Zulauf Triibungs- 0,02 50,5 2476
photometer ;
. - 1,783 x 10 441
Riicklauf Triibungs- 0.01 17.0 6.620
photometer

Durch den geringen Volumenstrom waren die Scherraten in den Schlduchen sehr niedrig.
Die Kontaktzeit mit dem Schlauchmaterial war mit ca. 2,5 Stunden und mit Luftblasen mit
1 Stunde und 50 Minuten hingegen sehr lang. Somit wurde in diesem Modell vorwiegend die

Degradation durch Kontaktflachen erfasst.

5.2.3 Ergebnisse

Die polysorbathaltigen Losungen (IFN-2, AK-3 mit Polysorbat-Zusatz) entwickelten iiber
die Versuchsdauer keinen Schaum. Die stirkste Schaumbildung wiesen IFN-1 (enthalt
humanes Albumin) und BSA-L6sungen auf. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass durch die
amphiphilen Eigenschaften von humanem und bovinem Serumalbumin der Schaum stabili-
siert wurde.

Faserartige Partikel wurden nur bei Versuchen mit Luftdurchstromung beobachtet. Hier war
teilweise eine Kontaktzeit von wenigen Minuten zwischen Proteinlosung und Luftblasen
ausreichend, um die Entstehung von sichtbaren Fasern zu induzieren. Die Losungen der
weiteren Versuche enthielten kugelformige oder keine sichtbaren Partikel. Beispiele zum
Aussehen der Losungen sind in Abbildung 5-8 dargestellt.

Losungen mit BSA, IFN-2 und AK-3 mit Polysorbat blieben zum Teil iiber die gesamte Ver-
suchsdauer klar. Details zur makroskopischen Beurteilung sind im Anhang, Kapitel 7.3,

Tabelle 33 enthalten.
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Abbildung 5-8: Fotos der Losungen am Ende der Versuche mit AK-3 Lésung; a) Erwidrmte
Losung erscheint milchig; Partikel sind nicht erkennbar; b) Losung nach
Silikonschlauchkontakt mit kugelférmigen Partikeln; c) Losung nach
Luftblasenkontakt mit faserartigen Partikeln

Die GroBe der Luftblasen konnte nur bedingt tiber den Luftdurchfluss eingestellt werden. In
Abhingigkeit von der Oberflachenspannung der Losungen bildeten sich unterschiedlich
grof3e Luftblasen, deren Grof3e sich zum Teil iiber die Versuchsdauer veridnderte (Abbildung
5-9). Der Anteil der Grenzfldche zu Luft war daher nicht iiber alle Versuche konstant.

Beim Versuch mit polysorbathaltiger AK-3 Losung verdnderte sich die Luftblasengréfie von
einem Durchmesser von ca. 4 mm zu Versuchsbeginn auf ca. 20 mm am Versuchsende. Eine
Ursache fiir die Verdnderung der Oberfldchenspannung konnte die Adsorption von Poly-

sorbat an den Grenzflidchen sein.

Abbildung 5-9: Fotos zur Luftblasengr6Be im Silikonschlauch; MaBstab: 1 Teilstrich entspricht
1 mm; Luftblase weill markiert, AK-3 Losung mit Polysorbat; a) Anfang Versuch,
Durchmesser ca. 4 mm; b) Ende Versuch, Durchmesser ca. 20 mm
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Die Darstellung der Linien und Siulen der Diagramme in den Farben rot, griin, blau und
gelb entsprechen jeweils den Losungen am Ende der Versuche. Ausnahmen sind die
Abbildungen mit den Online Triibungswerten, die dem Verlauf tiber die Versuche entspre-

chen. Die Ausgangslosungen, auch als t=0 bezeichnet, sind in grau dargestellt.

5.2.3.1 AK-3 Losung

Nachdem das Peristaltikpumpen-Modell ausreichend entwickelt und getestet war, wurden
Versuche mit AK-3 Losungen durchgefiihrt. In Abbildung 5-10 bis Abbildung 5-15 sind die

Ergebnisse der Untersuchungen dargestellt.

Eine deutliche Triibungszunahme wurde bei dem Versuch mit Erwdrmen (AK-3 T) ermittelt
(Abbildung 5-10). In den Versuchen ohne Lufteintrag und den Proteinkonzentrationen von
1,53 und 2 mg/mL (AK-3; AK-3 2mg/mL) wurde ein vergleichbarer Triibungsverlauf fest-
gestellt. Bei den mit Luftdurchfluss (AK-3 L1 bis L3; AK-3 L 2mg/mL) durchgefiihrten
Versuchen der oben genannten Proteinkonzentrationen stiegen die Triibungswerte nach ca.
zwel Stunden nur noch geringfiigig an. Dies ist auf Sedimentations- und Flotationseftfekte,
siche Abbildung 5-8, zuriickzufiihren. Die groBBeren Aggregate waren inhomogen im
Vorlagebehilter verteilt und wurden hierdurch nicht mehr vollstdndig im System zirkuliert
und somit durch die Online-Triibungsmessung nicht mehr erfasst. An der polysorbathaltigen
Losung mit Luftdurchfluss wurde auch nach ca. zwei Stunden noch keine Verdnderung der

Triibung gemessen.
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Triibung 90° [FTU]

100

1 I —AK3 T
— AK3
/ - - - AK-3_2mg/mL

—AK-3_L1
—AK-3_L2
—AK-3_L3
AK-3_L_2mg/mL
7 AK-3_L_Tween _

Zeit [h:mm]

Abbildung 5-10: Ergebnisse Online-Triibungsmessung der AK-3 Losungen, Peristaltikpumpen-

Modell; Linien entsprechen Konzentration 1,53 mg/mL; gestrichelte Linien
entsprechen Konzentration 2 mg/mL

Mit dem Offline-Triibungsphotometer wurden ebenfalls stark streuende Werte aufgrund von

Sedimentations- bzw. Flotationseffekten in den Versuchen mit Luftdurchfluss (AK-3 L1 bis

L3) ermittelt, in Abbildung 5-11 als schraffierte Sdulen dargestellt. Die hochste Triibung

zeigte die erwdrmte Probe (AK-3 T). Polysorbat fiihrte zu einer deutlichen Stabilisierung

der AK-3 Losung (AK-3 L Tween). Die Triibung der Ausgangslosungen war mit kleiner
1 FNU sehr gering.

Tribung [FNU]

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

| 77 7

Tween

Abbildung 5-11: Ergebnisse Offline-Triibungsmessung der AK-3 Losungen, Peristaltikpumpen-

Modell
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Die haufigste Partikelanzahl, mit Hilfe der Lichtblockade ermittelt, lag bei der erwérmten
Probe (AK-3_T) bei einem Durchmesser von 10 um (Abbildung 5-12). Die hiufigste
Partikelanzahl aufgrund der Kontaktflichen zu Silikonschlauch (AK-3) und Luftblasen
(AK-3 LI bis L3) lag hingegen bei einem Durchmesser von ca. 5 pm. Durch

Polysorbatzusatz (AK-3 L. Tween) zur Losung konnte die Partikelanzahl bei 5 um auf ein

Drittel reduziert werden.

50000 - kT
45000 - — AK-3
—AK-3 L1
_, 40000 - ﬁ /\ — AK-3TL2
S — AK-37L3
35000 AK-3_L_Tween
2 [1])]
< 30000 I l \
% 25000
; 20000 l /'I\ l \T
E 15000 - 3
< 10000 | : /
5000 * A
0 t t 1%4\/1/1117-1{%:?&‘\1\\\\\\\\ t "+t
0,1 1 10 100 1000

Partikelgroe, Durchmesser [um]

Abbildung 5-12: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Peristaltikpumpen-Modell
Der Anteil unloslicher Aggregate, photometrisch durch UV/VIS Spektrometrie ermittelt,
betrug an der Losung nach Erwdrmen ca. 93 % (AK-3_T), Abbildung 5-13. Durch Schlauch-
(AK-3) und Luftblasenkontakt (AK-3 L1 bis L3) bei Raumtemperatur entstanden 8 bis 13 %
unlosliche Aggregate. Polysorbatzusatz (AK-3 L. Tween) fiihrte in diesem Beispiel zu

keiner wesentlichen Verringerung der unloslichen Aggregate im Vergleich zu den Losungen

ohne Polysorbat.
2,0
1,8 - 120
— 1,6
z 100 _
< 141 2
Eq2- -80 §
c =
L2 1,0 g
® ~60 E
- 0'8 i
:
g 061 L40 8
X 0,4 1
- 20
0,2
0,0 n T T T T 0
t=0 AK-3.T  AK-3  AK-3_L1 AK3 L2 AK-3_L3 AK3_L_
Tween

Abbildung 5-13: Ergebnisse Proteinkonzentrationen der AK-3 Losungen, Peristaltikpumpen-Modell
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Der Monomergehalt der Versuche mit Erwarmen (AK-3_T), Silikonschlauchkontakt (AK-3)
und Luftdurchfluss (AK-3 L1 bis L3) nahm deutlich um ca. 45 % gegeniiber den Aus-
gangslosungen ab (Abbildung 5-14). An der polysorbathaltigen Losung konnte wiederum die
stabilisierende Wirkung belegt werden, da die Abnahme des Monomergehalts auf ein Drittel

reduziert war.
50
45 -

w A
(4] o
Il Il

Abnahme Monomergehalt [%]

= =2 N N W
o o0 O o0 o o o
| | | 1 1 | 1

AK-3_T AK-3 AK-3_L1 AK-3_L2 AK-3_L3 AK-3_L_
Tween

Abbildung 5-14: Ergebnisse Abnahme Monomergehalt der AK-3 Losungen bezogen auf die
Ausgangslosung, Peristaltikpumpen-Modell

Der Z-Average stieg von 11 nm der Ausgangslosungen auf groBer 1.000 nm nach Erwédrmen
(AK-3_T), Kontakt zum Silikonschlauch (AK-3) und zusétzlichem Kontakt zu Luftblasen an
(AK-3 L1 bis L3), Abbildung 5-15. Die polysorbathaltige Losung (AK-3 L Tween) wies

mit einem mittleren hydrodynamischen Durchmesser von ca. 200 nm die geringste Verénde-

rung im Vergleich zu den Ausgangslésungen auf.
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Abbildung 5-15: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser, Z-Average (ausgefiillte
Sdulen) und PdI (schraffierte Saulen) der AK-3 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell
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5.2.3.2 AK-1 Losung

Die Triibungen der AK-1 Losungen zeigten ohne (AK-1) und mit Luftdurchfluss (AK-1 L)
iiber die Versuchsdauer den gleichen Verlauf (Abbildung 5-16). Bei der erwdrmten Losung

(AK-1_T) wurde eine deutlich stirkere Triibungszunahme ermittelt.
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Abbildung 5-16: Ergebnisse Online-Triibungsmessung der AK-1 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell

Weitere Ergebnisse der Versuche mit AK-1 Losungen sind im Anhang, Kapitel 7.3,
Abbildung 7-3 bis Abbildung 7-7, zusammengestellt.

5.2.3.3 AK-2 Losung

Die AK-2 Losung mit der Proteinkonzentration von 1,47 mg/mL wies nach Kontakt mit
Luftblasen (AK-2 L) geringere Triibungswerte auf als ohne zusétzlichen Luftkontakt
(AK-2), Abbildung 5-17. Die unerwartet geringen Messwerte sind auf Sedimentations- und
Flotationseffekte im Vorlagebehilter zuriickzufithren. Groere Aggregate wurden nicht mehr
im System mit der Peristaltikpumpe zirkuliert.

Die Losung mit der Proteinkonzentration von 10 mg/mL und Luftblasenkontakt
(AK-2 L 10mg/mL) zeigte verstiarkt Sedimentations- und Flotationseffekte, was durch

einen Abfall der Triibung nach ca. zwei Stunden belegt wird.
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Abbildung 5-17: Ergebnisse Online-Triibungsmessung der AK-2 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell; Linien entsprechen Konzentration 1,47 mg/mL; gestrichelte Linie
entspricht Konzentration 10 mg/mL

Weitere Ergebnisse der Versuche mit AK-2 Losungen sind im Anhang, Kapitel 7.3,
Abbildung 7-8 bis Abbildung 7-14, aufgefiihrt.

5.2.3.4 BSA
Die Triibungszunahme der BSA-Losungen war tiber die Versuchsdauer deutlich geringer als
bei den Antikorperlosungen, Abbildung 5-18. Zusétzlicher Kontakt der BSA-Ldsung mit
Luftblasen (BSA L) fiihrte zu keiner Verdnderung des Triibungsverlaufs im Vergleich zur
Losung mit Silikonschlauchkontakt (BSA). Bei Erhohung der standardisierten Protein-
konzentration von 0,67 mg/mL (BSA) auf 20 mg/mL (BSA 20mg/mL) lagen die Triibungs-
werte im Mittel um 6 FTU hoher.
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Abbildung 5-18: Ergebnisse Online-Triibungsmessung der BSA- Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell; Linien entsprechen Konzentration 0,67 mg/mL; gestrichelte Linie
entspricht Konzentration 20 mg/mL

Die Offline ermittelten Triibungswerte sind ebenfalls deutlich geringer, als die Triibungs-

ergebnisse der Antikorperlosungen (Abbildung 5-19).
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Abbildung 5-19: Ergebnisse Offline-Triibungsmessung der BSA-Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell

Die héufigste Partikelanzahl lag bei einem Durchmesser von 3 pm (Abbildung 5-20). Bei
Versuchsende enthielten die BSA-haltigen Proben ca. 23.000 bis 26.000 Partikel/mL, was

einer ca. 350fachen Partikelanzahl gegeniiber der Ausgangslosung entspricht.

74



5 Ergebnisse und Diskussion

30000 -
—BSA T
—BSA

25000 —BSA L

20000

15000 -

10000

Anzahl Partikel pro mL

5000 -

0 t 4+ t ——+—+++++ t ettt t —t—+—+++H
0,1 1 10 100 1000
PartikelgroBe, Durchmesser [um]

Abbildung 5-20: Ergebnisse Partikelbestimmung der BSA-Losungen, Peristaltikpumpen-Modell
Der Anteil unloslicher Aggregate war mit max. 1,4 % sehr gering (Abbildung 5-21).
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Abbildung 5-21: Ergebnisse Proteinkonzentrationen der BSA-Ldsungen, Peristaltikpumpen-Modell
Mit einer Abnahme des Monomergehaltes um 11 % lag die BSA-Losung der erwiarmten
Probe (BSA T) am Hochsten (Abbildung 5-22). Der Monomergehalt nahm jedoch auch bei
Raumtemperatur nach Kontakt mit Silikonschlduchen (BSA) um 2 % und bei zusitzlichem

Kontakt mit Luftblasen (BSA L) um 4 % ab.

75



5 Ergebnisse und Diskussion

Abnahme Monomergehalt [%]
N
(6]

I—I—l_ﬁ

BSA_T BSA BSA_L

Abbildung 5-22: Ergebnisse Abnahme Monomergehalt der BSA-Losungen bezogen auf die
Ausgangslosung, Peristaltikpumpen-Modell
Der hydrodynamische Durchmesser der Ausgangslosungen betrug im Mittel 9 nm
(Abbildung 5-23). Fiir das Monomer des BSA-Molekiils in der Losung wurde jedoch ein
kleinerer Durchmesser erwartet. Der Polydispersititsindex der Ausgangslésungen von
grofer 0,2 deutet auf das Vorhandensein mehrerer Maxima hin, z.B. Monomere und Dimere.
Dimere wurden auch bei der Analyse mittels HP-SEC in den Ausgangslésungen nachge-
wiesen. Die mittleren hydrodynamischen Durchmesser der Losungen am Versuchsende sind

mit ca. 400 bis 550 nm vergleichbar.
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Abbildung 5-23: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser, Z-Average (ausgefiillte
Sédulen) und PdI (schraffierte Sdulen) der BSA-Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell
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5.2.3.5 IFN-1

Der stirkste Triibungsanstieg aller untersuchten Proteinlosungen wurde bei Kontakt mit
Luftblasen (IFN-1_L) an der IFN-1 Losung ermittelt (Abbildung 5-24). Die Triibungszu-
nahme war etwas geringer als bei dem Versuch in dem die Untersuchungslosung (IFN-1_T)

erwirmt wurde.
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Abbildung 5-24: Ergebnisse Online-Triibungsmessung der IFN-1 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell

Die mit Hilfe der Offline-Messung ermittelten Triibungswerte am Ende der Versuche
(Abbildung 5-25) ergaben bei der erwdrmten Probe (IFN-1_T) geringere Werte als bei der
Losung mit Luftblasenkontakt (IFN-1_L). Dies ist auf die kiirzere Dauer des Versuchs mit
Erwédrmung zuriickzufiihren. D.h. bei gleicher Versuchsdauer ist zu erwarten, dass die er-
wérmte Probe eine leicht hohere Triibung aufweist, als die Losung mit Kontakt zu Luft-
blasen.

Die Triibungswerte der Ausgangslosungen lagen bei allen untersuchten Proben im Bereich

von 4 bis 7 FNU.
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Abbildung 5-25: Ergebnisse Offline-Triibungsmessung der IFN-1 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell
Analog zu den Ergebnissen mit BSA-Losungen lag die haufigste Partikelanzahl bei einem
Durchmesser von 3 um, die Partikelanzahl betrug ca. 22.000 bis 27.500 Partikel/mL
(Abbildung 5-26).
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Abbildung 5-26: Ergebnisse Partikelbestimmung der IFN-1 Losungen, Peristaltikpumpen-Modell
Die Messung unldslicher Aggregate mit Hilfe der UV/VIS Spektrometrie wurde nicht
durchgefiihrt, da die Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher Extinktionskoeffizienten von
Humanalbumin und Interferon nicht hétten ausgewertet werden kdnnen.

Aufgrund der Uberlagerung von Peaks war eine Auswertung der HP-SEC Daten nicht
moglich.

Die PCS Analyse (Abbildung 5-27) ergab, dass die Ausgangslosungen, wie erwartet, nicht
als monomodale Verteilung vorlagen (PdI 0,4). Dies ist auf das Vorhandensein von

Interferon und Humanalbumin und evtl. der Kombination von beiden Molekiilen
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zuriickzufiithren. Der hydrodynamische Durchmesser der Losung mit Luftblasenkontakt

(IFN-L) war mit ca. 1.000 nm deutlich hoher als die Werte der beiden weiteren Versuche mit

IFN-1 (IFN-1_T, IFN-1).
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Abbildung 5-27: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser, Z-Average (ausgefiillte
Sdulen) und PdI (schraffierte Sdulen) der IFN-1 Losungen, Peristaltikpumpen-

Modell

5.2.3.6 IFN-2

Die Triibung der IFN-2 Losung blieb iiber die gesamte Versuchsdauer nahezu unverandert

(Abbildung 5-28). Die erwéarmte Probe (IFN-2 T) nahm von 0,8 auf max. 2,7 FTU zu.

Offline wurde eine Triibung von max. 1 FNU ermittelt.
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Abbildung 5-28: Ergebnisse Online-Triibungsmessung der IFN-2 Losungen, Peristaltikpumpen-

Modell
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Die weiteren Ergebnisse der Versuche mit IFN-2 Losungen sind im Anhang, Kapitel 7.3,
Abbildung 7-15 bis Abbildung 7-17, dargestellt.

5.2.3.7 Vergleich aller Losungen

Die Ergebnisse der Triibungsmessung aller untersuchten Losungen mit und ohne Kontakt zu
Luftblasen sind in Abbildung 5-29 dargestellt. Die Ergebnisse der AK-2 und AK-3
Losungen mit Luftkontakt sind aufgrund der Sedimentationseffekte nicht abgebildet.

IFN-1 Losung mit Luftkontakt (IFN-1_L) wies die hochsten Triibungswerte auf, danach
folgten die Antikorperlosungen. Der Trilbungswert der polysorbathaltigen AK-3 Losung
(AK-3_L Tween) war vergleichbar mit den Ergebnissen fiir die BSA-Losungen (BSA_L).
Bei den IFN-2 Losungen wurde nahezu keine Verdnderung der Triibung tiber die Versuchs-

dauer ermittelt.
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Abbildung 5-29: Ergebnisse Offline-Triibungsmessung aller Losungen, Peristaltikpumpen-Modell
Der Vergleich der Abnahme des Monomergehalts aller Losungen mit und ohne Kontakt zu
Luftblasen ist in Abbildung 5-30 dargestellt. Eine Auswertung der Daten der IFN-1
Losungen konnte nicht durchgefiihrt werden und ist in der Abbildung unten nicht enthalten.
Die AK-3 Losungen wiesen den groBiten Verlust an Monomeren auf. BSA- und IFN-2

Losungen zeigten sich am Stabilsten.
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Abbildung 5-30: Ergebnisse Abnahme Monomergehalt aller Lésungen (ohne IFN-1) bezogen auf
die Ausgangslosung, Peristaltikpumpen-Modell

5.2.4 Diskussion

Die Antikorperlosungen mit Kontakt zu Silikonschlauch und Luftblasen zeigten eine hohere
Tritbungszunahme und groBBere Abnahme des Monomergehalts als die BSA- und IFN-2
Losungen. Die groeren Molekiile falteten sich bevorzugt auf. Allerdings ist nur aufgrund
der MolekiilgroBe keine Aussage auf die Stabilitdt gegeniiber hydrophoben Grenzflichen
moglich. Die IFN-1 Losung erreichte trotz der geringen Molekiilgroe die hochsten
Tribungswerte aller untersuchten Losungen nach Luftkontakt. Eine starke Triibungser-
hohung durch das in der IFN-1 Losung enthaltene Albumin erscheint unwahrscheinlich, da

bei den BSA-Losungen iiber die Versuchsdauer geringere Triibbungswerte erzielt wurden.

Es wurde an allen Losungen Zersetzung durch Kontakt mit Silikonschlduchen ermittelt.
Teilweise wurde durch den zusitzlichen Kontakt mit Luftblasen weitere Aggregation indu-
ziert. Eine Erklarung hierfiir konnte die Anordnung der lipophilen Regionen des Proteins zur
Luftblase hin sein. Hierbei konnte bereits eine teilweise Auffaltung der Struktur stattfinden.
Nach Zerstorung der Luftblasen oder durch das Bewegen der Losung konnen sich Aggregate

durch Zusammentreffen von weiteren aufgefalteten Molekiilen bilden.
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Die Offline gemessenen Triilbungswerte am Ende der Versuche waren teilweise niedriger als
die Online ermittelten Werte. Storend bei der Online-Messung kénnen Luftblasen gewesen
sein. Bei der Offline-Messung wurden die Losungen zuvor entgast, um Luftblasen aus der
Losung zu entfernen. Schnell sedimentierende oder flotierende Partikel werden bei der Off-

line-Messung ebenfalls nicht erfasst.

Die Konzentrationsbestimmungen wurden bei allen Losungen, au3er der AK-3 und BSA-
Losungen, durch kolloid disperse Teilchen gestort, die nicht vom Filter zurtickgehalten
wurden. Es wurde teilweise eine vermeintlich hohere Absorption durch die Streuung des
Lichtes an den Teilchen ermittelt. Ein Abfall der Absorption ist im Bereich von 310 bis

400 nm der UV/VIS-Spektren zu erkennen, im Anhang, Kapitel 7.3, Abbildung 7-13 und
Abbildung 7-14 am Beispiel der AK-2 Losung dargestellt. Hierdurch ergibt sich bei der Be-
rechnung der Konzentration durch das Signal bei 280 nm abziiglich des Streulichtanteils bei
320 nm eine scheinbar hohere Proteinkonzentration. Dies ist auf die Abhidngigkeit der Licht-

streuintensitdt von der Wellenlidnge zurtickzufiihren.

Eine Schidigung der Molekiile durch das Quetschen des Schlauches in der Peristaltikpumpe
kann nicht ausgeschlossen werden. Allerdings wurde hier nur ein geringer Anteil der Mole-
kiile geschert im Vergleich zur Anzahl der Molekiile mit Kontakt zu den Grenzfldchen
Silikonschlauch und Luftblasen. Aus den Ergebnissen des Scherstress-Modells sollte die

Scherung einzelner Molekiile bei nur 44 Volumenwechseln vernachlissigbar sein.

Der Zusatz von Polysorbat zeigte, am Beispiel der AK-3 Losung, einen deutlich stabilisie-
renden Effekt. Bis zu einer Versuchsdauer von ca. zwei Stunden wurde keine Triibungszu-
nahme ermittelt. Danach stieg die Triibung bis zum Versuchsende an. Evtl. wurde Polysorbat
iiber die Versuchsdauer an den Grenzflichen adsorbiert und somit konnte die Anzahl der
Polysorbat-Molekiile zu gering gewesen sein, um die hydrophoben Bereiche aller aufgetal-

teten Proteinmolekiile vor Aggregation zu schiitzen.
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5.2.5 Fazit

In Tabelle 18 sind die Ergebnisse der Versuche mit den Grenzflachen Silikonschlauch und
Luft zusammengestellt. Die Daten wurden pro Priifpunkt mit einer Punktzahl von 1 =
hochste Degradation bis 13 = geringste Degradation bewertet. Der arithmetische Mittelwert
tiber alle Methoden ergibt den ,,Durchschnitt Bewertung*.

Tabelle 18: Ergebnisse Untersuchungen zu Grenzfldchen Silikonschlauch und Luft
Bewertung: 1 = hochste Degradation; 13 = geringste Degradation

Priifpunkt Proteinlésungen

Methode AK-1 AK-2 AK-3 AK-3 BSA IFN-1 IFN-2
mit Poly- (mit Poly-
sorbat sorbat)

Ohne Luftdurchfluss, Raumtemperatur

Abnahme Monomergehalt

gegeniiber Ausgangswert 10 16 44 - 2 - 4
HP-SEC [%)]

Hydrodynamischer

Durchmesser, Z-Average 535 > 1.000 >1.000 - 537 128 87
PCS [nm]

Triibung Offline [FNU] 31 12 36 --- 13 33 0
Zunahme unloslicher Aggregate

gegeniiber Ausgangswert 3 0 8 - 1 -7 0

UV/VIS Spektrometrie [%]

Partikelz&hlung > 0,5 pm

Lichtblockade [Anzahl >60.000 | >60.000 [ >60.000 --- | >60.000 | >60.000 2.051
Partikel/mL]

Durchschnitt Bewertung 5,0 4,2 1,6 - 6,4 53 10,2
Gesamtbewertung 7 6 3 -—- 10 8 13

Mit Luftdurchfluss, Raumtemperatur

Abnahme Monomergehalt

gegeniiber Ausgangswert 14 17 44 15 4 -7 4
HP-SEC [%)]

Hydrodynamischer

Durchmesser, Z-Average >1.000 >1.000 >1.000 192 407 >1.000 196
PCS [nm]

Triibung Offline [FNU] 33 398 418 15 15 89 1
Zunahme unloslicher Aggregate

gegeniiber Ausgangswert 0 0 13 11 0 -7 0

UV/VIS Spektrometrie [%]

Partikelzéhlung > 0,5 pm

Lichtblockade [Anzahl >60.000 | >60.000 [ >60.000 56.177 | >60.000 | > 60.000 5.965
Partikel/mL]

Durchschnitt Bewertung 34 2,8 1,0 7,0 6,0 1,0 9,2
Gesamtbewertung 5 4 1 11 9 1 12

7 Keine Auswertung moglich.

¥ Nicht in Gesamtbewertung einbezogen aufgrund Sedimentation.
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Die Sensitivitit gegeniiber hydrophoben Grenzflichen war bei den untersuchten Losungen
nicht eindeutig vom Molekulargewicht abhingig. Unterschiedliche Auswirkungen aufgrund
der Stoffmengenkonzentration kdnnen bei den Versuchen ausgeschlossen werden, da alle
Losungen auf 0,01 mmol/L eingestellt waren.

Die Erhohung der Proteinkonzentration der AK-3 Losung von 1,53 auf 2 mg/mL fiihrte zu
keiner Verdanderung des Triibungsverlaufs. Bei der AK-2 Losung waren durch die Erh6hung
der Konzentration von 1,47 auf 10 mg/mL die Sedimentations- bzw. Flotationseffekte ver-
starkt. Durch die Konzentrationserhohung der BSA-Losung von 0,67 auf 20 mg/mL stiegen
die Triibungswerte im Mittel um 6 FTU an.

Die Reproduzierbarkeit der Versuche wurde am Beispiel der AK-3 Losung mit Luftdurch-
fluss gezeigt. Bei den Offline ermittelten Triibungswerten war die Streuung zwischen den

Versuchen aufgrund von Sedimentation und Flotation sehr hoch.

Die BSA- und IFN-2 Losungen zeigten die geringsten Verdnderungen bei Kontakt mit Luft-
blasen und mit Silikonschlduchen. Am Empfindlichsten gegeniiber der Grenzflache Luft
reagierte die IFN-1 Losung. Die AK-3 Losungen wiesen von allen Losungen die grofite Ab-
nahme im Monomergehalt auf. AK-2 und AK-3 Losungen zeigten bei der makroskopischen
Beurteilung durch die Bildung von Fasern, bereits nach kurzem Kontakt mit Luftblasen, eine
deutlich andere Partikelmorphologie als die Losungen der anderen Versuche. Mikroskopi-

sche Aufnahmen sind im Anhang Kapitel 7.3, Abbildung 7-20 eingefiigt.

Der Anteil der 16slichen und unloslichen Aggregate war abhéngig von der Art des Protein-
molekiils und dem Material der Kontaktflache. Das Maximum der Haufigkeitsverteilung der
Partikelanzahl, mit Hilfe der Lichtblockade ermittelt, lag nach Kontakt mit Silikonschlauch
und Luftblasen bei den Antik6rperlosungen bei einem Durchmesser von 5 um, bei BSA- und

IFN-1 Losungen bei 3 pm und bei den IFN-2 Losungen bei 1 pm.
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Die Kontaktflache der Proteinlosungen mit Silikonschlduchen und Luft muss im Produkti-
onsprozess als kritisch bewertet werden. Nach einer Versuchsdauer von 30 Minuten, welche
einer Schlauchlinge von ca. zehn Metern® entspricht (vier Volumenwechsel bei einer
Schlauchlénge von 2,6 m), ist bei bestimmten Proteinlosungen bereits ein deutlicher Anstieg
der Triibungswerte messbar. Fiir die Summe der eingesetzten Schlduche im Produktions-

malstab entsprechen zehn Meter einer typischen Lange.

5.2.6 Bewertung des Modells

Das Modell ist sehr gut geeignet zur Ermittlung der Sensitivitit von Proteinlésungen gegen-
tiber der Grenzflache Silikonschlauch und Luft. Die Kontaktzeit der Losungen mit den
Grenzflachen kann iiber die Pumpendrehzahl, die Anzahl der Zyklen und den Durchfluss der
Luft gesteuert werden. Durch die Online-Triibungsmessung ist eine direkte Erfassung der
unloslichen Aggregate iiber die Versuchsdauer moglich. Die Grofle der im Produktionsmal-

stab verwendeten Schlauchoberflachen konnen tiber die Anzahl der Zyklen simuliert werden.

Tabelle 19: Bewertung Peristaltikpumpen-Modell

Parameter Eigenschaften Modell

Scherbeanspruchung Gering

Anzahl Zyklen Einstellbar (ein bis mehrere hundert Zyklen)

Versuchsdauer Kurz (ein Tag)

Grenzflacheneffekte

- Anteil Grenzflache Glas Mittel

- Anteil Grenzflache Silikonschlauch | Hoch

- Anteil Grenzfldche Luft Hoch

Einsatzgebiet Ermittlung Sensitivitdt bzgl. Silikonschlauch und Luft

Limitation Stark schdumende Losungen; Kontaktzeit mit Luft kann
gesteuert werden, Luftblasengrof3e nur eingeschréankt
(u.a. von Oberflachenspannung abhingig)

Ubertragbarkeit ProduktionsmaBstab Ja, GroBe der Grenzfliche kann simuliert werden

? Berechnung siehe Anhang, Kapitel 7.2.3.1.
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5.3 Schiittler-Modell

Der quantitative Einfluss hydrophober Grenzflachen auf die Qualitédt von Proteinldsungen
wurde mit Hilfe des Schiittler-Modells ermittelt. Zur Simulation der hydrophoben Grenz-
fliche wurden PTFE-Kugeln eingesetzt. Am Beispiel der AK-3 Losung wurde die Aus-
wirkung von unterschiedlich groBen PTFE-Flichen und der Grenzflache Luft iiber vier

Wochen bei Raumtemperatur ermittelt.

5.3.1 Modellbeschreibung

Die Proteinlosung wurde auf einem Horizontalschiittler bis zu vier Wochen in Glasvials bei
Raumtemperatur geschiittelt, Abbildung 5-31. Um den Einfluss verschieden grof3er PTFE-

Kontaktflichen mit der Proteinlésung zu simulieren, wurde eine unterschiedliche Anzahl

von Kugeln in die Vials gegeben.

-

>

Abbildung 5-31: Fotos der Vials mit PTFE-Kugeln im Schiittler
In den Experimenten wurden 6 bzw. 60 Kugeln verwendet. Als Vergleich wurde Protein-
16sung in Vials ohne Kugeln gegeben. Als Referenz dienten geschiittelte Pufferlosung und

ruhende Vials mit AK-3 Losung ohne Kugeln, Tabelle 20.

Tabelle 20: Ubersicht Versuche Schiittler-Modell
Ruhend Geschiittelt
Anzahl Kugeln 0 6 60 0 6 60
Puffer --- --- --- X --- ---
AK-3 Losung X - - X X X
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Die Oberflache von 6 Kugeln mit dem Durchmesser 4 mm betrdgt 302 mm?. Diese Ober-
flache entspricht der 16sungsberiihrenden Oberflidche eines Gummistopfens, Berechnungen
siche Anhang, Kapitel 7.2.4. Zur Untersuchung der Degradation unter extremen Bedingun-
gen wurde eine 10fach groBBere Oberflache (3.016 mm?) verwendet, welche durch 60 Kugeln
simuliert wurde.

Je 20 mL Proteinlosung wurden in 100 mL Glasvials pippetiert und die entsprechende An-
zahl Kugeln hinzugegeben. Die Behélter wurden mit Gummistopfen verschlossen und diese
mit Aluminiumkappen fixiert. Um eine Verkeimung iiber die Versuchsdauer zu verhindern,
wurden sterilisierte Materialien eingesetzt und die Befiillung der Vials unter keimarmen
Bedingungen durchgefiihrt. Die verschlossenen Vials wurden mit 300 U/min bei Raumtem-
peratur horizontal geschiittelt. Nach 0, 1, 3, 7, 17 und 27 bzw. 28 Tagen wurden die

Losungen analysiert.

5.3.2 Kenngrofien

Proteinlosungen kénnen mit PTFE z.B. bei Verwendung von PTFE-beschichteten Gummi-
stopfen im Endbehéltnis in Kontakt kommen. Die fiir die Losung zugéngliche Oberfliche
des Stopfens entspricht ca. 300 mm?. Berechnet wurde dies am Beispiel des Stopfens der
Firma West, Typ S10-F451 RS D777-1, sieche Anhang, Kapitel 7.3, Abbildung 7-19.

Das Verdriangungsvolumen einer Kugel entspricht 0,03 mL. Dies bedeutet bei einem Fiill-
volumen von 20 mL eine Erhdhung des Volumens (Proteinlosung + Kugeln) im Vial um 1 %
bei 6 bzw. 10 % bei 60 Kugeln.

Die mit Proteinlosung benetzte Glasoberfliche der Vials im ruhenden Zustand erhohte sich
durch die Zugabe von 6 Kugeln unwesentlich (0,4 %). Nach Zugabe von 60 Kugeln wurde

5 % mehr Glasoberfldche in den ruhenden Vials durch die Losung beriihrt.

87



5 Ergebnisse und Diskussion

5.3.3 Ergebnisse

In Tabelle 21 sind die Ergebnisse der makroskopischen Beurteilung der geschiittelten

Losungen zusammengestellt.

Tabelle 21: Makroskopische Beurteilung der geschiittelten Losungen tiber die Versuchsdauer
Anzahl Farbe, Faserartige Kugelformige | Schaum Niederschlag Vialrand
Kugeln Aussehen Partikel Partikel
0 Milchig Keine Keine Ja Leicht

Stark, l4dsst sich nur z.T.

6 Klar Keine Einzelne Nein . .
in Losung bringen

Stark, ldsst sich nur z.T.

60 Milchig Keine Mehrere Nein AR, .
in Losung bringen

Die Losungen der geschiittelten Vials ohne Kugeln zeigten tiber die gesamte Versuchdauer
Schaum am Flissigkeitsspiegel. An den Losungen der Vials mit Kugeln war kein Schaum
vorhanden. In Abbildung 5-32 sind die Vials nach einem Tag Schiitteln dargestellt.
Faserartige Partikel wurden bei keiner der Losungen beobachtet. Dahingegen traten kugel-

formige Partikel in Abhéngigkeit der Kugelanzahl auf. Die Losungen mit 6 Kugeln blieben

iiber die gesamte Versuchsdauer klar.

Abbildung 5-32: Fotos der Vials nach einem Tag Schiitteln; a) Vials ohne Kugeln; b) Vials mit 6
bzw. 60 Kugeln

Pro Ziehungszeitpunkt wurden der Mittelwert und die Standardabweichung der Messergeb-

nisse aus je zwei Vials berechnet.
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Mit Hilfe der Triibungsmessung lieBen sich keine relevanten Verdnderungen der geschiit-
telten Pufferlosungen und der ruhenden AK-3 Losung tiber die Versuchsdauer ermitteln. Die
Triibung stieg von einem Ausgangswert von 1 auf max. 2 FNU an. Die Triibung der
Losungen mit 60 Kugeln nahm am Stérksten zu, auf Werte bis zu ca. 1.300 FNU nach 27
Tagen Schiitteln. Bei den geschiittelten Losungen ohne Kugeln lag die Triibung unerwartet,

um ca. 400 FNU, hoher als bei den Losungen die 6 Kugeln enthielten (Abbildung 5-33).
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Abbildung 5-33: Ergebnisse Offline-Triibungsmessung der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell

In der Partikelanzahl mit > 0,5 und mit > 10 um Durchmesser wiesen ebenfalls die Losungen
mit 60 Kugeln die hochsten Werte auf (Abbildung 5-34, Abbildung 5-35). Bei den Losungen
der geschiittelten Vials mit 60 Kugeln und ohne Kugeln fand die starkste Partikelgenerierung
unabhéngig von der GroBe (0,5 bis 130 pm Durchmesser) innerhalb des ersten Tages statt.

Im geschiittelten Puffer wurde keine Verdnderung der Partikelanzahl ermittelt.
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Abbildung 5-34: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell,
Partikelanzahl > 0,5 pm
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Abbildung 5-35: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell,
Partikelanzahl > 10 um

Die Anzahl der Partikel mit einem Durchmesser von > 25 um, der geschiittelten Losungen
ohne Kugeln und mit 6 Kugeln, stieg tiber die Versuchsdauer kontinuierlich an (Abbildung
5-36). Mit 60 Kugeln wurde mit Durchmessern von 25 bis 130 um nach 27 Tagen eine

geringere Partikelanzahl als nach 17 Tagen bestimmit.
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Abbildung 5-36: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell,
Partikelanzahl > 25 pm

Durch die dreidimensionale Darstellung der PartikelgroBenverteilung zu den Versuchen mit
0 und 60 Kugeln (Abbildung 5-37, Abbildung 5-39) wird ersichtlich, dass sich das Maxi-
mum der Hiufigkeitsverteilung tiber die Versuchsdauer von einem Durchmesser von 5 auf
10 um verschiebt. Bei den Versuchen mit 6 Kugeln (Abbildung 5-38) nahm hingegen die

Partikelanzahl iiber die Versuchsdauer bei den Durchmessern von 5, 10 und 30 pm zu.
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Abbildung 5-37: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell,
3D-Darstellung der Versuche mit 0 Kugeln
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Abbildung 5-38: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell,
3D-Darstellung der Versuche mit 6 Kugeln

91



5 Ergebnisse und Diskussion

W 45000-50000
W 40000-45000
@ 35000-40000
@30000-35000
@25000-30000
[@20000-25000
015000-20000
010000-15000

0 5000-10000
00-5000
27 Tage
17 Tage
>< 7 Tage
|
= TE' | 3 Tage
S
S = I I~ 1 Tag
<t
©
o
T T T T T T 0 Tage

T T T T T
1 2 3 5 7 10 15 25 30 45 60
PartikelgroBe, Durchmesser [um]

Abbildung 5-39: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell,
3D-Darstellung der Versuche mit 60 Kugeln

Die Proteinkonzentrationen der filtrierten Losungen, der ruhend und ohne Kugeln gelagerten
Vials, blieb iiber die Versuchsdauer konstant bei 1,5 mg/mL (Abbildung 5-40). Die
geschiittelten Proben wiesen eine starke Abnahme der Konzentration iiber die Versuchsdauer
auf. Der Anteil unloslicher Aggregate der Losung, die mit 60 Kugeln geschiittelt wurde,
betrug am Versuchsende 98 %. D.h. es wurden nahezu alle Proteinmolekiile in unldsliche
Aggregate durch Schiitteln tiber 27 Tage mit PTFE-Kugeln tiberfiihrt. An der geschiittelten
Losung ohne Kugeln wurde am Versuchsende 82 % unlosliche Aggregate ermittelt. Diese

Losung zeigte, analog den Ergebnissen der Triibungsmessung, stirkere Aggregation als die

geschiittelte Losung mit 6 Kugeln.
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Abbildung 5-40: Ergebnisse Proteinkonzentrationen der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell
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5 Ergebnisse und Diskussion

Es wurden keine wesentlichen Anteile an 16slichen Aggregaten und Fragmenten ermittelt
(Abbildung 5-41). Der Monomergehalt betrug bei allen Proben 96 bis 100 %. In der Losung
mit 60 Kugeln konnten nach 27 Tagen Schiitteln keine Monomere mehr nachgewiesen
werden. Dies ist auf die geringe Proteinkonzentration von weniger als 0,05 mg/mL der

Losung nach Filtration zurtickzufiihren.
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Abbildung 5-41: Ergebnisse Monomergehalt der AK-3 Losungen, Schiittler-Modell

Der Mittelwert der hydrodynamischen Durchmesser der geschiittelten Losungen mit 60
Kugeln und ohne Kugeln, nahm vergleichbar mit der Partikelanzahl > 0,5 pm innerhalb des
ersten Tages am Stirksten zu (Abbildung 5-42). Der mittlere Durchmesser der ruhenden

Losungen blieb iiber die Versuchsdauer unverdndert bei 11 nm.
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Abbildung 5-42: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser (Z-Average) der AK-3
Loésungen, Schiittler-Modell
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5 Ergebnisse und Diskussion

Der Polydispersitatsindex ist in Tabelle 22 dargestellt. Die Polydispersitit nahm tiber die

Versuchsdauer bei allen Losungen zu.

Tabelle 22: Ergebnisse Bestimmung des Polydispersitdtsindex der AK-3 Losungen, Schiittler-
Modell
Tage 0 1 3 7 17 27 28
ruhend, 0 Kugeln 0,026 0,079 0,060 0,050 0,062 - 0,081
0 Kugeln 0,026 0,577 0,819 0,524 0,248 --- 0,272
6 Kugeln 0,074 0,154 0,385 0,532 0,900 0,942 -
60 Kugeln 0,140| 0,972 0,755| 0,503| 0309| 0272

5.3.4 Diskussion

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen im Anhang, Kapitel 7.3, Abbildung 7-20 ergédnzen die
oben beschriebenen Ergebnisse mit Informationen zur Partikelmorphologie. Die geschiittel-
ten Losungen ohne Kugeln wiesen ldngliche, faserartige, transparente Partikel auf. Wahrend
die mit Kugeln geschiittelten Losungen kugelférmige, kompakte Partikel enthielten. Die
Entstehung der kompakten Partikel konnte durch die Bewegung der Kugeln in der Losung
verursacht worden sein. Durch die Kugeln hat sich die Bewegung der Fasern in der Losung
erh6ht und somit war die Wahrscheinlichkeit des Aufeinandertreffens von mehreren Fasern
gesteigert. Treffen mehrere Fasern aufeinander, konnten sie sich zu einer kompakteren Form
zusammenlagern. Zudem konnten Fasern durch das Zusammentreffen mit Kugeln zerkleinert

worden sein und sich zu kugelférmigen Partikeln anordnen.

In den Losungen der Vials ohne Kugeln war durch den hohen Anteil unlgslicher Aggregate
(Trubung, Gesamtpartikelanzahl, Proteinkonzentration) eine stirkere Schadigung nachweis-
bar, als in den Losungen mit 6 Kugeln. Als Ursache kann die Entwicklung von Schaum tiber
die gesamte Versuchsdauer in den Losungen ohne Kugeln diskutiert werden. Die Schaum-
hohe betrug ca. 0,5 cm, Abbildung 5-32. Durch den Schaum war die Grenzflache der Mole-
kiile gegeniiber Luft rechnerisch erhoht'® und damit deutlich groBer als die Grenzfliche von

6 PTFE-Kugeln (302 mm?).

' Vialinnenradius = 22,3 mm. Oberfliche zur Luft entspricht 1.562 mm? (4 = 7 x (22,3 mm)2 ). Da mehrere
Schaumblasen iibereinander lagen, kann von einer Grenzflache gréBer als 1.562 mm? ausgegangen werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In den Vials mit Kugeln wurde tiber die gesamte Versuchsdauer kein Schaum beobachtet.
Die Entstehung und Stabilisierung von Schaum lésst sich durch die amphiphilen Eigen-
schaften der Proteinmolekiile erkldren. Es ist denkbar, dass die in den Versuchen mit Kugeln
aufgefalteten Proteinmolekiile einen geringeren Bereich an der Grenzfldache zu Luft, durch
ihre kompaktere Form, eingenommen haben. Diese These wird durch die erwéhnten mikro-
skopischen Untersuchungen unterstiitzt. Unter anderem konnten aufgefaltete Molekiile be-
vorzugt in die Grenzflache zwischen Losung und PTFE-Kugeln streben, wodurch weniger

Molekiile an der Oberfldche zur Schaumbildung zur Verfligung stehen.

Aufgrund des Verlaufs der Partikelgroenverteilungen iiber die Versuchsdauer (Abbildung
5-37 bis Abbildung 5-39) ergibt sich die Folgerung, dass das Maximum der Héufigkeits-
verteilung tiber die Versuchsdauer von 5 auf 10 pm Durchmesser zunimmt.

Eine Ursache fiir die Abnahme der Partikelanzahl mit den Durchmessern > 25 pm nach

27 Tagen der Losung mit 60 Kugeln konnte die Entstehung von Partikeln auerhalb des
maximalen Messbereiches von 130 pm gewesen sein. Es konnen nach 17 Tagen Versuchs-
dauer vermehrt Partikel durch Zusammenlagerung gréfer 130 pm Durchmesser entstanden
sein, die nicht mehr detektiert wurden und somit eine vermeintliche Abnahme der Partikel

nach 27 Tagen gemessen wurde.

5.3.5 Fazit

In Tabelle 23 sind die Ergebnisse der Untersuchungen mit den Grenzflachen PTFE und Luft
zusammengestellt. Die Daten wurden pro Priifpunkt mit einer Punktzahl von 1 = hochste
Degradation bis 4 = geringste Degradation bewertet. Der arithmetische Mittelwert iiber alle

Methoden ergibt den ,,Durchschnitt Bewertung®.
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Tabelle 23: Ergebnisse Untersuchungen zu Grenzflachen PTFE und Luft
Bewertung: 1 = hochste Degradation; 4 = geringste Degradation
Priifpunkt Ohne Kugeln Anzahl Kugeln
Methode 6 60

ruhend geschiittelt geschiittelt geschiittelt

Abnahme Monomergehalt gegeniiber
Ausgangswert 1 2 0 -
HP-SEC [%)]

Hydrodynamischer Durchmesser, Z-Average

PCS [nm] 11 >1.000 >1.000 >1.000

Triibung Offline [FNU] 2,1 679 240 1.280

Zunahme unl6slicher Aggregate gegeniiber
Ausgangswert 0 82 65 98
UV/VIS Spektrometrie [%]

Partikelzéhlung > 0,5 um

Lichtblockade [Anzahl Partikel/mL] 18.063 > 60.000 > 60.000 > 60.000

Durchschnitt Bewertung 3,6 1,4 2,2 1,0

Gesamtbewertung 4 2 3 1

Die stirkste Schidigung der Proteinlosung fand beim Schiitteln mit 60 PTFE-Kugeln und
mit Luft statt. Es entstanden nahezu keine 16slichen Aggregate. Die PCS Analyse ergab
mittlere hydrodynamische Durchmesser im Bereich der grobdispersen Partikel. Der Zusatz
von 60 PTFE-Kugeln in 20 mL Proteinldsung fiithrten zur Denaturierung nahezu aller Mole-

kiile tiber vier Wochen bei Raumtemperatur.

Die PTFE-Oberfliche von 6 Kugeln, die der produktberiihrenden Oberfldche eines Gummi-
stopfens entspricht, fithrte zu keiner Verstarkung der Aggregation im Vergleich zur Aggre-

gation an der Grenzflache Luft.

Das Oberfldachen- zu Volumenverhiltnis von 1,5 cm?*/cm?, bei 60 Kugeln, wird als kritisch
bewertet. Bereits nach einem Tag Schiitteln bei Raumtemperatur fand eine deutliche Ver-

dnderung der Losung statt (Partikelanzahl, Proteinkonzentration, Z-Average und PdI).

" Keine Auswertung moglich.
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Das im Modell simulierte Verhéltnis von PTFE-Oberflache zum Losungsvolumen entspricht
z.B. der benetzten Oberflache eines 100 mL Vials mit einem Fiillvolumen von ca. 20 mL.
D.h. falls Behilter aus PTFE oder Behiltnisse aus PTFE-beschichteten Materialien zur
Lagerung von Proteinlosungen eingesetzt werden, kann die Produktqualitdt durch die
Grenzflache negativ beeinflusst werden. Bei Verwendung von Magnetriihrstdbchen mit
PTFE-Uberzug, wie hiufig in Versuchen im LabormaBstab angewendet, kann ebenfalls eine

Verinderung der Proteinldsung stattfinden'?.

Wihrend der Herstellung von Endprodukten sollte bei empfindlichen Molekiilen die Grenz-
flache zu Luft so gering wie moglich gehalten werden. Die Entstehung von Schaum wéhrend
des Prozessierens sollte unbedingt verhindert werden. Die eingesetzten Behélter sollten nach
Moglichkeit einen hohen Befiillungsgrad aufweisen, dies sollte besonders bei Transporten
Berticksichtigung finden bzw. wenn unvermeidbar im Rahmen von Validierungsstudien

untersucht werden.

5.3.6 Bewertung des Modells

Das Modell eignet sich zur Ermittlung der Sensitivitdt von Proteinlosungen gegeniiber den
Grenzflichen zu PTFE und Luft in Kombination. Die Grof3e der zu simulierenden PTFE-
Grenzflache kann durch die Anzahl der Kugeln variiert werden.

Nicht beeinflusst werden kann hingegen die Kontaktfldche und -zeit der Proteinmolekiile zur
Grenzflache Luft. Durch unterschiedliches Schaumverhalten der Losungen kénnen diese
stark variieren und somit zusétzliche Degradation hervorrufen. Allerdings ist auch die Ent-
stehung von Schaum in der Losung im Produktionsprozess und beim Transport im Bulk-
oder Endbehiltnis nicht ausgeschlossen. Die Kombination aus Grenz- und Oberflachen-

effekten kann mit Hilfe des Schiittler-Modells sehr gut simuliert werden.

12 Bei Einsatz eines Magnetriihrstabchens mit z.B. der Linge 3 cm und dem Radius 0,3 cm in 4 mL Losung
entspricht das Oberfldchen- zum Volumenverhiltnis 1,6 cm?/cm?

(A_2><7r><r2+2><7r><r><l_6,220m2

V dem’ 4em’

=16 cm? /cmSJ .

97



5 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 24: Bewertung Schiittler-Modell

Parameter Eigenschaften Modell

Scherbeanspruchung Mittel

Anzahl Zyklen —

Versuchsdauer Waihlbar (ein Tag bis mehrere Wochen)

Grenzfliacheneffekte

- Anteil Grenzflache Glas Mittel

- Anteil Grenzflache PTFE Variierbar, gering bis hoch

- Anteil Grenzflache Luft Hoch

Einsatzgebiet Ermittlung Sensitivitit bzgl. der Kombination aus
PTFE und Luft

Limitation Schaumentstehung der Losung; Kontaktflache und -
zeit mit Luft kann nicht gesteuert werden

Ubertragbarkeit ProduktionsmaBstab | Ja, Grenzfliche PTFE kann simuliert werden
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5.4 Mischer-Modell

Das Mischer-Modell wurde entwickelt, um die Degradation von Proteinlosungen an den
einzelnen Grenzflichen zu PTFE, Metall, Glas und silikonisiertem Glas unter Ausschluss
von Luft zu ermitteln. Die Effekte des Vorlagebehélters aus Glas und der Einfluss von Luft
wurden ebenfalls untersucht. Die Modellfunktionalitidt wurde am Beispiel der AK-3 Losung
belegt.

5.4.1 Modellbeschreibung

Die haufig im Produktionsprozess verwendeten Materialien wurden in Form von Kugeln der
Proteinlosung beigefiigt. Durch Zugabe einer definierten Anzahl von Kugeln zur Losung
wurde die Grofle der Kontaktfliche vorgegeben. Als Behélter wurden 20 R Glasvials einge-
setzt, die randvoll mit Untersuchungslosung befiillt wurden. Beim VerschlieBen der Vials
wurde darauf geachtet, dass die Losung moglichst luftblasenfrei war, um den Einfluss der
Grenzflache zu Luft auf ein Minimum zu reduzieren. Die verschlossenen Vials wurden in
einem Turbula-Mischer bei niedrigster Einstellung (22 U/min) bis zu sieben Tagen bei
Raumtemperatur bewegt, Abbildung 5-43. Nach den Zeitpunkten 0, 1, 3 und 7 Tagen
wurden die Losungen von je zwei Vials analysiert. Pro Vial waren 150 Kugeln enthalten.
Das Verhiltnis von Kugeloberfliche zum Losungsvolumen stellte mit 3,8 cm*/cm? eine

extreme Bedingung dar, Berechnungen sieche Anhang, Kapitel 7.2.5.

Abbildung 5-43: Foto Turbula-Mischer befiillt mit Vials
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Nach Vorlage der Kugeln in den Vials wurden die Behélter randvoll (25 mL) mit AK-3
Losung befiillt. Zum Entfernen teilweise anhaftender Luftblasen wurden die Lésungen unter
Vakuum entgast. Nach dem Entgasen wurden mehrere Tropfen Proteinlosung in die Vials
pipettiert bis eine konvexe Kriimmung der Losung am Fliissigkeitsspiegel erkennbar war.
Zum VerschlieBen der Vials wurde ein Deckglas von der Seite aufgelegt. In Abbildung 5-44

sind befiillte Vials mit Deckglas, mit einzelnen vorhandenen Luftblasen, dargestellt.

Abbildung 5-44: Foto befiillte Vials mit Deckglas, nahezu luftblasenfrei

Die Deckgldser wurden am Rand der Vials mit Folie (Paraffin-Wachs und Polyolefin)
fixiert.

Um eine Verkeimung der Losung iiber die Versuchsdauer zu vermeiden, wurden alle Mate-
rialien vor Verwendung sterilisiert. Die Proteinlosung wurde vor Abfiillung unter einer lami-

nar-flow Einheit {iber einen Filter der Porenweite 0,2 um filtriert.

Alle eingesetzten Kugeln hatten einen Durchmesser von 4 mm. Die Metallkugeln entspra-
chen der Edelstahl-Qualitdt AISI 316-L, V4A. Die Glaskugeln waren aus Borosilikatglas.
Diese Materialien entsprechen der Qualitdt der produktberiihrenden Oberflachen im pharma-
zeutischen Herstellungsprozess.

Zur Silikonisierung der Glaskugeln wurde eine Silikonélemulsion, siehe Kapitel 7.1.2.1,
verwendet. Die gewaschenen und sterilisierten Glaskugeln wurden mit der Emulsion benetzt

und im HeiBluftofen bei 260 °C fiir eine Stunde eingebrannt.

Die Vials ohne Kugeln, zur Untersuchung der reinen Grenzflacheneffekte zu Luft, wurden
mit nur 20 mL Losung befiillt.

Zusétzlich zu den oben aufgefiihrten Grenzflachen war die Losung mit dem Glas der Vials
und dem Deckglas in Beriihrung. Um deren Einfluss zu ermitteln wurden als Referenz Vials
mit Losung voll befiillt und ohne Kugeln untersucht.

Der Zusatz von je einer Metall- bzw. Glaskugel wurde gewéhlt, um den Austausch der

Molekiile an der Grenzfldche im Glasvial gegeniiber der Losung ohne Kugeln zu erhéhen.
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Das Material von Glas und Metall wurde hierfiir ausgewihlt, da angenommen wurde, dass
an diesen Grenzfldachen die geringste Proteinschiddigung stattfindet. Bei den voll befiillten
Vials ohne Kugeln ist davon auszugehen, dass der Austausch der Proteinmolekiile an der
Grenzflache aufgrund fehlender Stromung reduziert war. Die einzelnen Versuche sind in

Tabelle 25 zusammengestellt.

Tabelle 25: Ubersicht Versuche Mischer-Modell

Kontaktfléiche der Losung Anzahl Kugeln
Glasvial, Deckglas (voll befiillt) 0
Luft (Volumen 5 mL)" 0
PTFE" 150
Metall 150

1
Glas" 150

1
Glas silikonisiert' 150

5.4.2 Kenngrofien

Die Oberfliche von 150 Kugeln mit dem Durchmesser 4 mm entspricht 75 cm?, das Kugel-
volumen betrug insgesamt 5 mL. Das verwendete 20 R Vial hat ein Randvollvolumen von
25 mL. Das Fiillvolumen der Vials mit 150 Kugeln lag bei 20 mL. Das Verhéltnis von
Kugeloberflichen- zum Fiillvolumen betrug 3,8 cm?/cm?®. Berechnungen sieche Anhang,

Kapitel 7.2.5.

5.4.3 Ergebnisse

Die Losungen der voll befiillten Vials ohne Kugeln und der Vials mit Glaskugeln blieben
iber die gesamte Versuchsdauer klar und farblos (Abbildung 5-45). Durch die Grenzflache
der Losungen zu Luft entstanden faserartige und kugelférmige Partikel, die sedimentierten
oder flotierten. Die Losungen, die mit silikonisiertem Glas und PTFE in Kontakt waren,
zeigten eine milchige Triibung. Der Kontakt der Losung mit Metallkugeln fiihrte zu leicht
gelblicher bis braunlicher Fiarbung.

13 Zusitzliche Kontaktfliche zu Glasvial und Deckglas.
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In allen Vials wurden einzelne Luftblasen mit einem Durchmesser von ein bis zehn Milli-
meter beobachtet.

Details zur makroskopischen Beurteilung sind im Anhang in Tabelle 34 enthalten.

Metall Silik.Glas Glas

Abbildung 5-45: Fotos der Vials mit Losung nach einem Tag im Turbula-Mischer
Pro Ziehungszeitpunkt wurden der Mittelwert und die Standardabweichung der Messergeb-

nisse der Losungen aus je zwei Vials berechnet.

Die Triibungswerte der Losungen mit Metallkugeln waren nach sieben Tagen mit ca.

1.700 FNU von allen untersuchten Proben am Hochsten (Abbildung 5-46). Ahnlich hohe
Werte wurden mit ca. 1.200 FNU an den Losungen mit Kontakt zu PTFE-Kugeln ermittelt.
Die Triibung der Lésungen mit den Kontaktmaterialien Metall und PTFE nahm kontinuier-
lich tiber die Versuchsdauer zu. Die Losungen mit Kontakt zu silikonisiertem Glas und Luft
zeigten bereits innerhalb des ersten Versuchstages die groBte Tritbungszunahme. Uber die
Versuchsdauer bis zum siebten Tag nahmen die Triibungswerte dieser Losungen nur noch
geringfiigig zu. Die Losungen der Vials mit je einer Kugel Metall oder Glas und die voll
befiillten Vials ohne Kugeln hatten nach sieben Tagen nahezu unverinderte Triilbungswerte

von weniger als zwei FNU.
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Abbildung 5-46: Ergebnisse Offline-Triibungsmessung der AK-3 Losungen, Mischer-Modell;

Diagramme mit unterschiedlicher Skalierung der Y-Achse

Aufgrund der sehr hohen Triibungswerte wurde zusitzlich der Aggregations-Index, durch

Messung der Lichtstreuung mit dem UV/VIS Spektrometer bei 320 nm bezogen auf die Ab-

sorption bei 280 nm, ermittelt. Hierzu wurden die Proben, wie bei der Konzentrationsbe-

stimmung {iblich, mit Puffer verdiinnt. Die Losungen mit PTFE-Kontakt zeigten im Ver-

gleich zu den Losungen mit Metallkontakt einen leicht hoheren Aggregations-Index

(Abbildung 5-47). Der Verlauf der Aggregations-Indices ist vergleichbar mit dem Verlauf

der Triilbungswerte.
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Abbildung 5-47: Ergebnisse Aggregations-Index der AK-3 Losungen, Mischer-Modell

Die grofte Zunahme aller mittels Lichtblockade erfassten Partikel (> 0,5 pm) der Losungen
mit je 150 Kugeln und mit Luft, fand innerhalb des ersten Versuchstages statt (Abbildung
5-48). Bei der Losung mit nur einer Metallkugel nahm die Partikelanzahl > 0,5 pm von
kleiner 2.000 Partikel/mL auf ca. 16.000 Partikel/mL nach sieben Tagen zu.
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Abbildung 5-48: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Mischer-Modell,
Partikelanzahl > 0,5 pm

In den Losungen mit Metallkugeln sind nur wenige Partikel mit Durchmessern > 10 pm ent-

standen (Abbildung 5-49).
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Abbildung 5-49: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Mischer-Modell,
Partikelanzahl > 10 pm

Bei den Losungen mit Luft- und PTFE-Kontakt wurde ein deutlicher Anstieg der Partikel
mit Durchmessern grofler 10 und 25 pm ermittelt (Abbildung 5-49, Abbildung 5-50).
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Abbildung 5-50: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Mischer-Modell,
Partikelanzahl > 25 um

Der Anteil der unloslichen Aggregate, durch Konzentrationsbestimmung nach Filtration er-

mittelt, spiegelt das Bild der Triibungswerte wider (Abbildung 5-51). Die Proteinkonzentra-

tionen der Losungen mit Kontakt zu PTFE und Metall sanken um bis zu ca. 58 %. Durch den

Kontakt der Losungen mit Luft nahm die Konzentration um bis zu 45 % ab. Bei den Ergeb-

nissen der Triibungsmessung war die Verdnderung der Losungen mit Luftkontakt iiber die

Versuchsdauer weniger deutlich. Die Losungen mit Kontakt zu silikonisierten Glaskugeln

wiesen nach einem Tag eine um 6 % geringere Proteinkonzentration im Vergleich zur Aus-

gangslosung auf, die bis zum Versuchsende unverdndert blieb.
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Abbildung 5-51: Ergebnisse Proteinkonzentrationen der AK-3 Losungen, Mischer-Modell
Losliche Aggregate und Fragmente waren bei allen Losungen mit Ausnahme der Losungen
mit Glas- und Metallkugeln nicht nachweisbar (Abbildung 5-52). Der Monomergehalt fast
aller Losungen blieb tiber die Versuchsdauer unverindert bei 98 bis 100 %. Bei den Proben
mit Glaskugeln wurde eine Abnahme des Monomergehalts um 4 % ermittelt. Die Losung
mit Metallkugeln zeigte bereits beim Initialwert eine Abnahme des Monomergehalts um

12 %. Diese Losung war ca. zwei Stunden mit Metallkugeln im ruhenden Zustand bei
Raumtemperatur in Kontakt. Danach erfolgte die Probenahme der Losungen, wie auch bei
allen anderen Initialwerten, fiir HP-SEC und weiterer Analysen.

Am Ende des Versuches betrug der Monomergehalt der Losung mit Metallkugeln noch

66 %.
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Abbildung 5-52: Ergebnisse Monomergehalt der AK-3 Losungen, Mischer-Modell
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Die mittleren hydrodynamischen Durchmesser (Abbildung 5-53) der Losungen mit Kontakt
zu Luft, Metall, PTFE und silikonisiertem Glas lagen ab dem ersten Tag bis zum Versuchs-
ende im Bereich der unloslichen Aggregate (groBer 500 nm). An den Lésungen mit Kontakt
zu Glaskugeln wurde ebenfalls eine deutliche Verdnderung des Z-Average iiber die Ver-

suchsdauer ermittelt. An der Losung mit nur einer Metallkugel wurde eine Verdnderung des

Z-Average von 11 nm auf 29 nm nach sieben Tagen gemessen.
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Abbildung 5-53: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser (Z-Average) der AK-3
Lésungen, Mischer-Modell

Der Polydispersititsindex ist in Tabelle 26 dargestellt. Die Polydispersitit stieg tiber die

Versuchsdauer an.

Tabelle 26: Ergebnisse Bestimmung des Polydispersititsindex der AK-3 Losungen, Mischer-
Modell

Kontaktmaterial | Anzahl

Kugeln Initialwert 1 Tag 3 Tage 7 Tage
- (voll befiillt) 0 0,021 0,020 0,030 0,050
Luft 0 0,029 0,750 0,810 0,601
Glas 1 0,021 - - 0,071
Metall 1 0,021 --- --- 0,210
Glas 150 0,044 0,969 0,965 0,997
Silikonisiertes Glas | 150 0,050 0,409 0,563 0,464
PTFE 150 0,036 0,530 0,280 0,231
Metall 150 0,026 0,299 0,340 0,292
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5.4.4 Diskussion

Mit Hilfe der UV/VIS Messung der Losung mit Luftkontakt wurde eine Abnahme der
Proteinkonzentration von 45 %, aufgrund unldslicher Aggregate, ermittelt. Die Triibungs-
zunahme dieser Losung war verhéltnisméBig gering. Die in der Losung enthaltenen Partikel
wurden, evtl. infolge von Sedimentations- und Flotationseffekten, nur zum Teil durch die

Triibungsmessung erfasst.

Die Trubungswerte der Losungen mit Kontakt zu Metall und PTFE stiegen kontinuierlich
iiber die Versuchsdauer an. Hingegen nahm die Triibung der Losung mit Kontakt zu silikoni-
siertem Glas nur innerhalb des ersten Versuchstages zu und blieb dann bis zum Versuchs-
ende nahezu unverandert. Die tatsdchliche GroBe der Grenzfliche mit Silikonol ist fraglich.
Das Silikonol wurde iiber eine Silikondlemulsion auf den Glaskugeln eingebrannt. Selbst
wenn die Silikonélemulsion einen kohédrenten Film auf den Glaskugeln bildete, wire davon
auszugehen, dass im Anschluss an den Einbrennschritt nur die lipophilen Oltrépfchen auf
der Oberflache bleiben und diese wahrscheinlich keinen durchgéngigen Film auf den Kugeln
mehr ausbilden. D.h. die Flache des Silikonéls auf 150 Kugeln war potentiell geringer als

75 cm?, was der Gesamtoberflidche der Kugeln entsprach. Evtl. kann sich Silikon6] innerhalb
des ersten Versuchstages von den Kugeln abgel6st und die Triibung erhoht haben. Durch den
Nachweis von vorwiegend kleinen Partikeln (Durchmesser von 1 bis 5 um) nach einem Tag
Versuchsdauer und einer konstanten Partikelanzahl bis zum Versuchsende wird diese These
unterstiitzt, siche Abbildung 5-54. Beim Vorliegen von Aggegaten wére zu erwarten, dass
die Partikelanzahl bei den gréeren Durchmessern (> 10 um) tiber die Versuchsdauer zu-
nimmt, analog den im Kapitel 5.3.3 dargestellten Ergebnissen des Schiittler-Modells. Die
Abnahme der Proteinkonzentration innerhalb des ersten Tages kann durch Adsorption von

Proteinmolekiilen an den Silikonodltropfchen verursacht worden sein.
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Abbildung 5-54: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Mischer-Modell,
3D-Darstellung des Versuchs mit silikonisierten Glaskugeln

Die Losung mit Kontakt zu Metallkugeln zeigte eine unerwartet hohe Aggregation. Bereits
in der fiir den Initialwert genutzten Losung, welche nur wenige Stunden im ruhenden Zu-
stand mit Metallkugeln in Kontakt war, lag der Monomergehalt bei 88 %. Ebenfalls konnten
an den Losungen mit nur einer Kugel (Kugeloberfliche zum Verhiltnis des Losungsvolu-
mens von 0,03 cm*cm?®) Verdnderungen in der Partikelanzahl > 0,5 pm und im hydrodyna-
mischen Durchmesser durch PCS-Analyse ermittelt werden. Die Edelstahlkugeln waren vor
Einsatz nicht passiviert worden, so dass die Auffaltung in einer durch Metallionen kataly-

sierten Reaktion erklirt werden konnte.

5.4.5 Fazit

In Tabelle 27 sind die Ergebnisse der Versuche mit den Kontaktflachen der Proteinlésungen
mit Luft, Glas, silikonisiertem Glas, PTFE und Metall zusammengestellt. Die Daten wurden
pro Priifpunkt mit einer Punktzahl von 1 = hochste Degradation bis 8 = geringste Degrada-
tion bewertet. Der arithmetische Mittelwert iiber alle Methoden ergibt den ,,Durchschnitt

Bewertung*.
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Tabelle 27: Ergebnisse Untersuchungen zu Grenzflichen Luft, Glas, silikonisiertes Glas,
PTFE, Metall
Bewertung: 1 = hochste Degradation; 8 = geringste Degradation

Priifpunkt 0 Kugeln 1 Kugel 150 Kugeln
Methode . . .
Glasvial, Luft Glas Metall Glas Silikoni- PTFE Metall
Voll siertes
befiillt Glas

Abnahme Monomergehalt
gegeniiber Ausgangswert 1 0 1 1 4 1 0 34
HP-SEC [%]

Hydrodynamischer

Durchmesser, Z-Average 11 >1.000 11 29 624 | >1.000 | >1.000 >1.000
PCS [nm]

Triibung Offline [FNU] 0 78 0 2 23 117 1.249 1.654
Zunahme unlgslicher

Aggregate gegeniiber 0 45 0 0 0 6 58 57
Ausgangswert

UV/VIS Spektrometrie [%]

Partikelzdhlung > 0,5 um

Lichtblockade 1.558 | > 60.000 2.061 15.752 36.562 | >60.000 | >60.000 | >60.000
[Anzahl Partikel/mL]

Durchschnitt Bewertung 6,0 3,2 5.8 5,2 4,4 2.4 2.4 1,2
Gesamtbewertung 8 4 7 6 5 2 2 1

Es sind im Wesentlichen unlosliche Aggregate mit dem Mischer-Modell entstanden, eine
Ausnahme bildete die Losung mit Metallkontakt. Hier war der Monomergehalt deutlich re-
duziert.

Die stirkste Aggregation wurde bei Kontakt der Proteinmolekiile mit Metall, silikonisiertem
Glas, PTFE und Luft ermittelt. Geringe Verdanderungen wurden beim Kontakt der Losung
mit Glas festgestellt. An den Losungen der voll befiillten Vials und Vials mit je einer Glas-
kugel wurden keine wesentlichen Verdnderungen im Vergleich zur Ausgangslésung
beobachtet.

Die Losung mit einer Metallkugel zeigte bereits erste Verdnderungen im hydrodynamischen

Durchmesser und auch der Partikelanzahl > 0,5 pm.
Die Auffaltung von Proteinmolekiilen an hydrophoben Grenzflachen konnte belegt werden.

Hydrophobe Grenzflachen im Herstellungsprozess erhohen das Risiko von Auffaltung und

Aggregation der Proteinmolekiile.
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Unerwartet stark war die Degradation der Molekiile induziert durch Metallkontakt. Die
Grenzflichendenaturierung, durch Metallionen induziert, ist ein bekannter Effekt und in der

Literatur beschrieben, siche Kapitel 3.4.5.5.

5.4.6 Bewertung des Modells

Das Mischer-Modell ist sehr gut geeignet zur Ermittlung der Sensitivitidt von Losungen be-
zogen auf die im Produktionsprozess vorkommenden Materialien, wie PTFE, Metall, Glas,
silikonisiertes Glas und Lutft.

Das Modell bietet die Moglichkeit den Einfluss der gewlinschten Grenzflache unter maxi-
malem Ausschluss von Luft auf die Proteinlésung zu ermitteln. Durch die Anzahl der
Kugeln pro Vial kann die Grof3e der Kontaktflache von Proteinlosung zur Grenzflache vari-
iert werden.

Bei Bedarf konnen weitere Materialien zur Simulation eingesetzt werden.

Tabelle 28: Bewertung Mischer-Modell
Parameter Eigenschaften Modell
Scherbeanspruchung Gering
Anzahl Zyklen -
Versuchsdauer Waihlbar (ein Tag bis mehrere Wochen)
Grenzfldcheneffekte
- Anteil Grenzflachen (Luft, Glas, Hoch
silikonisiertes Glas, PTFE, Metall)
Einsatzgebiet Ermittlung Sensitivitit gegeniiber Grenzfldchen
Limitation LuftblasengroBe bei Untersuchung der Kontaktflache

Proteinlosung und Luft kann nicht gesteuert werden

Ubertragbarkeit ProduktionsmaRstab Ja, GroBe der Grenzfldachen kann simuliert werden
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5.5 Kolbenpumpen-Modell

Am Beispiel der AK-3 Losung wurde die Proteindegradation mit dem Modell der Kolben-
pumpe untersucht. Dieses Modell entspricht in hohem Maf3e den in der Produktion vorhan-
denen Bedingungen bei der Abfiillung. Die gleichen Drehkolbenpumpen kénnen auch im
ProduktionsmafBstab zur Abfiillung von Proteinlésungen in Endbehéltnisse eingesetzt
werden.

Mit diesem Modell wurde die Wirkung von Scherkriften in Kolbenpumpe und Abfiillnadel
auf die Proteinlosung erfasst. Weiterhin wird auch die Auswirkung des Kontaktes zu den
Grenzfldachen Silikonschlauch, Metall, Glas und Luft in produktionsnahen Verhéltnissen

erfasst.

5.5.1 Modellbeschreibung

Als Modell wurde eine halbautomatische Kolbenpumpen-Abfiillmaschine eingesetzt,

Abbildung 5-55 und Anhang, Kapitel 7.3, Abbildung 7-21.

@ Kolbenpumpe @ Temperatursensor @ Triibungsphotometer

@ Silikonschlauch ~ ® Vorlagebehdlter ~ ® Abfiillnadel

Abbildung 5-55: Schematischer Aufbau des Kolbenpumpen-Modells
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Die AK-3 Losung wurde von einem Vorlagebehilter (5) tiber einen Silikonschlauch mit
einer Drehkolbenpumpe (1) (Abbildung 5-56) angesaugt. Uber einen zweiten Silikon-
schlauch (4) wurde die Losung dem Online-Triibungsphotometer (3) zugefiihrt und tiber
einen dritten Silikonschlauch in den Vorlagenbehilter (5) tiber die Abfiillnadel (6) zuriick-
gefiihrt.

Durch die Zirkulation der Losung mit 300 Passagen iiber Abfiillpumpe und -nadel wurden
extreme Bedingungen ausgewéhlt. Die Temperatur in der Losung wurde mit einem Tempe-

raturmessgerit aufgezeichnet und betrug tiber die gesamte Versuchsdauer konstant ca. 22 °C.

Auslauf P Einlauf

Kolbenstange Pumpenzylinder

Abbildung 5-56: Foto Kolbenpumpe bestehend aus Pumpenzylinder und Kolbenstange

Der Vorgang des Befiillens und Entleerens der Kolbenpumpe ist in Abbildung 5-57 darge-
stellt.

Zur Befiillung (1) bewegt sich die Kolbenstange bis zu einer definierten Position nach oben.
Die Losung flief3t tiber den Einlauf an der Aussparung der Kolbenstange in den Zylinder.
Nach einer 180 Grad Drehung (2) der Kolbenstange gibt diese den Auslauf frei und die
Losung wird durch die Abwértsbewegung des Kolbens aus dem Zylinder gedriickt. An der
unteren Position angelangt, fithrt der Kolben erneut eine 180 Grad Drehung (4) durch und

erreicht wieder die Ausgangsposition.
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Abbildung 5-57: Schematische Darstellung des Befiillens und Entleerens der Drehkolbenpumpe
Die Abfiillnadel war durch den Hersteller einer Oberflaichenbehandlung in Form einer Passi-
vierung unterzogen worden. Durch Passivierung werden freies Eisen und andere anodische
Verunreinigungen von Edelstahloberflachen entfernt. Die Passivierung erzeugt ein kathodi-
sches Potential der Oberflache, verbunden mit erh6htem Korrosionswiderstand (Henkel,
2003). Die produktberiihrenden Flidchen des Pumpenkolbens und -zylinders waren hartver-
chromt. Somit lag ebenfalls ein reduzierter Eisenanteil an der Kontaktflache zur Protein-
16sung vor.

Die Abfiillnadel wurde mit einem Innendurchmesser von 1,6 mm gewéhlt. Dies entspricht
einer iiblichen Abfiillnadel fiir kleinere Volumina im Produktionsmafstab. Die Nadel wurde
ca. zwel Zentimeter oberhalb des Bodens des Standzylinders unter dem Fliissigkeitsspiegel

positioniert. Hierdurch sollte die Entstehung von Schaum vermieden werden.

Die Versuchsdauer wurde, analog der Versuche mit der Peristaltikpumpe, mit 5,5 Stunden

gewihlt. Die Anzahl der Zyklen war mit 300 vergleichbar mit denen im Scherstress-Modell.
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5.5.2 Kenngrofien

Bei der verwendeten Abfiillmaschine entsprechen 50 % eines Abfiilltaktes dem Entleeren
der Pumpe. 36 % eines Taktes dauert die Pumpenbefiillung. Je zweimal 7 % des Taktes
werden fiir die beiden 180 Grad Drehungen der Pumpe benétigt.

Die Einstellung der Abfiillgeschwindigkeit war bei dem exemplarisch vorgestellten Versuch
maximal. Es wurden 35 Takte pro Minute ausgefiihrt.

Die Zeit fiir einen Takt entsprach 1,714 s (= 60 s/35 Takte). Durch die oben beschriebene
Aufteilung der Zeiten ergibt sich:

Zeit Pumpenentleerung (50 % Takt) = Zeit Nadelentleerung = 0,8571 s

Zeit Pumpenbefiillung (36 % Takt) =0,6171s

Zeit 2 x 180° Drehung (14 % Takt) =0,2400 s

Pro Takt wurde ein Volumen von V= 2,1 mL tiber die Pumpe gefordert.
Die zur Berechnung verwendeten Formeln sind im Kapitel 3.6, Gleichung 3.4 bis 3.10,

erldutert. Die Berechnungen sind im Anhang, Kapitel 7.2.6 eingefiigt und in Tabelle 29 zu-

sammengefasst.
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Tabelle 29: Ubersicht Scherraten und Mass Shear bei 300 Zyklen
Volumen- | Geschwin- Scher- Scherrate | Mass Wall Mass
strom digkeit dauer Shear Average
Shear
Vims] | W (s Lisy | 7w 18] (»0)y (79),.
Abfiillnadel
#=0,0008 m; 2,45 x 10° 1,22 30 6.093 | 1,8x10°| 12 x 10°
[=0,122 m
Einlauf Pumpe
#=0,0015 m; 3,40 x 10°° 0,48 28,8 1283 | 3,7x10*| 2,5 x 10*
1=0,046 m
Auslauf Pumpe
r=0,0015 m; 2,45 x 10°° 0,35 33,4 924 | 3.1 x10*| 2,1 x 10
1=0,039 m
Kolbenstange +
Zylinder Befiillen 1 5 4 o 6 1,08 11,11 4329 | 48 x10*| 32 x 10*
r=0,001 m,
[=0,04 m
Kolbenstange +
Zylinder Entleeren |5 45 o 6 0,78 15,38 3119 | 48 % 10°| 32 x 10°
r=0,001 m,
[=0,04 m
KOlbenpumpe o o o i 1,6 X 105 1’1 X 105
gesamt

Der Mass Wall Shear, der in der Abfiillnadel auftrat, war mit (y9),,=1,8 x 10’ etwas hoher

als der Mass Wall Shear in der Kolbenpumpe ((;/6’)W =1,6 x 10°).

Im verwendeten Modell betrug der Mass Wall Shear gesamt (78),,....= 3,4 x 10’ und wurde

durch Addition des Mass Wall Shear in der Abfiillnadel und in der Kolbenpumpe berechnet.

Mass Wall Shear gesamt Abfiillung (Abfiillnadel + Kolbenpumpe):

(6) 16 =1,8%10° +1,6 x10° =3,4x10°

Der Mass Wall Shear gesamt war beim Kolbenpumpen-Modell somit geringer als beim

Versuch mit dem Scherstress-Modell bei der Scherrate von 72.150 s ((Q/H)W =5,5 x 10°),

siche Kapitel 5.1.2.

Bei nur einem Zyklus der Losung tiber Abfiillnadel und Kolbenpumpe, wie dies beim Ab-

fiillprozess der Fall ist, entspricht der Mass Wall Shear einem Wert von (7/6’)W =1,1 x 10°.
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Die Scherbeanspruchung der Losung an der Passung zwischen Zylinder und Kolbenstange
(Flache ohne Aussparung) wurde nicht berticksichtigt. Ebenso wurde die Scherung in den

Silikonschlduchen vernachlissigt.

Die Gesamtkontaktzeit der Losung mit Silikonschlduchen betrug ca. drei Stunden. Mit der
Metalloberflache der Abfiillnadel und Kolbenpumpe war die Losung tliber die Versuchsdauer
insgesamt ca. fiinf Minuten in Berithrung. Die restliche Zeit von ca. 2 Stunden und 25
Minuten war die Losung iiberwiegend mit dem Glas des Vorlagebehilters und kurze Zeit mit

dem Triibungsphotometer in Kontakt.

5.5.3 Ergebnisse

Bereits fliinf Minuten nach Versuchsbeginn waren Fasern in der Losung sichtbar. Es bildete

sich liber die gesamte Versuchsdauer kein Schaum.

Die Triibung nahm tiber die gesamte Versuchdauer linear zu (Abbildung 5-58). Das
Bestimmtheitsmal3 von 99 % der linearen Funktion (y=0,0756x-0,245) der Triibungszu-
nahme iiber die Versuchsdauer spiegelt eine hohe Korrelation wider. Die Offline ermittelten
Tritbungswerte betrugen bei Versuchsbeginn 0 FNU und am Versuchsende 34 FNU.

Im Gegensatz zu den Versuchen mit dem Peristaltikpumpen-Modell wurden keine Sedi-

mentations- oder Flotations-Effekte im Vorlagebehilter beobachtet.

Anzahl Volumenwechsel
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

—— Trubung
- - - Temperatur
70

6 y=0,0756x-0,245
5 R?=0,9946

Trilbung 90 Grad [FTU]
Temperatur [C°]

O O O P O O P O 0 & O 0 O O ©

Zeit [h:mm]

NN
S &

Abbildung 5-58: Ergebnisse Online-Triibungsmessung der AK-3 Lésungen, Kolbenpumpen-Modell
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Die héufigste Partikelanzahl lag bei einem Durchmesser von 2 pm (Abbildung 5-59). Die

Zunahme der Partikelanzahl der Losung am Versuchsende war deutlich.
30000

— Ausgangsldsung

—Lo&sung am Versuchsende
25000 -

20000

15000 -

10000 +
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PartikelgroBe, Durchmesser [um]

Abbildung 5-59: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-3 Losungen, Kolbenpumpen-Modell
Die Proteinkonzentration nahm bezogen auf die Ausgangslésung aufgrund unléslicher

Aggregate, um 25 % ab.
Der Monomergehalt war nach den 300 Abfiillzyklen um 44 % reduziert (Abbildung 5-60).
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Abbildung 5-60: Ergebnisse HP-SEC Bestimmung der AK-3 Losungen, Kolbenpumpen-Modell,
Saule bei Retentionszeit 9,1 min entspricht dem Monomer von AK-3

Der mittlere hydrodynamische Durchmesser erhohte sich von 11 nm der Ausgangslésung auf

ca. 1.200 nm der Losung am Versuchsende. Der Polydispersititsindex der Losung stieg von

0,04 auf 0,92.
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5.5.4 Diskussion

Die lineare Triibungszunahme tiber die Versuchsdauer fiithrt zu der Folgerung, dass Partikel
mit einer gleich bleibenden GroBenverteilung wihrend des Zirkulierens der Losung entstan-
den sind. Die hiufigste Partikelanzahl wurde mit Hilfe der Lichtblockade bei einem Durch-
messer von 2 pm ermittelt. Im Vergleich hierzu lagen die Werte mit dem Peristaltikpumpen-
Modell (AK-3 Losung, ohne Luft, Raumtemperatur) bei 5 um, ein zweites Maximum war
bei 10 pm vorhanden.

Durch die in Kolbenpumpe und Abfiillnadel wirkenden Scherkrifte konnen grofere Aggre-
gate zerkleinert worden sein, die zu einer unveridnderten PartikelgroBenverteilung tiber die

Versuchsdauer fiihrten.

Die ermittelte Degradation der Proteinmolekiile wurde hauptsédchlich durch die Grenzfldchen
der Silikonschlduche verursacht. Dies wird ersichtlich, wenn man die Ergebnisse des Scher-
stress-Modells, Peristaltikpumpen-Modells und Kolbenpumpen-Modells vergleicht, sieche
Tabelle 30. Der Mass Shear des Versuchs mit dem Kolbenpumpen-Modell war geringer als
der Mass Shear bei den Versuchen mit der Scherstress-Apparatur. Dennoch trat eine deutlich
starkere Degradation auf.

Beim Peristaltikpumpen-Modell wurde das identische Schlauchmaterial, wie beim Kolben-
pumpen-Modell verwendet. Die Kontaktzeit der Losung mit den Schlduchen war mit ca. drei
Stunden um 25 % hoher als beim Peristaltikpumpen-Modell. Ca. die Hilfte der Kontaktzeit
mit den Schlduchen wurde von der Losung im ruhenden Zustand ausgemacht (Zeit der
Pumpenbefiillung und zweifache 180 Grad Drehung der Pumpe). Im ruhenden Zustand der
Losung ist der Austausch der Molekiile an der Grenzfldche zu den Silikonschlduchen redu-
ziert, daher werden weniger Molekiile aufgefaltet und aggregiert als beim Durchfluss der
Losung durch die Schlduche. Dies konnte die Ursache sein, weshalb die Degradation auf-
grund der ldngeren Kontaktzeit mit den Schlduchen nicht stirker ausgepragt war.

Die Wahrscheinlichkeit fiir eine ma3gebliche Degradation durch Metallkontakt wird als
gering eingestuft. Die Gesamtkontaktzeit der Losung mit Metall war mit ca. fiinf Minuten
sehr gering und zusitzlich war das Risiko der Aggregation durch die Oberflichenbehandlung

des Metalls (Passivierung und Hartverchromung) minimiert.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Der Eintrag von Luft in das System war nicht komplett ausgeschlossen. Die Kolbenpumpe
ist nicht gedichtet bzw. besteht aus einer Passung des Edelstahlkolbens mit dem
Edelstahlzylinder. Wihrend des Versuches wurde Fliissigkeitsaustritt an der Offnung des
Zylinders festgestellt, siche Abbildung 5-61. Ein Einsaugen von Luft konnte an dieser Stelle

allerdings nicht beobachtet werden.

Abbildung 5-61: Foto der Kolbenpumpe mit Losungsriickstand

Beim Stromen der Losung durch die Messzelle des Online-Triibungsphotometers wurden die
Molekiile einer weiteren Scherbeanspruchung und einem Kontakt zu einer hydrophoben
Grenzfliche (modifiziertes PTFE) ausgesetzt. Der Anteil der Degradation der Losung beim
Passieren der Messzelle wurde in diesem Versuch nicht ermittelt. Der geringste zu durch-
stromende Durchmesser in der Messzelle betrug ca. 4 mm. Die in Abfiillnadel und Abfiill-
pumpe auftretenden Scherraten waren aufgrund der kleineren Durchmesser daher hoher.
Ebenfalls sollten die durch die Silikonschlduche verursachten Grenzfldcheneffekte die

Effekte der Messzelle, allein aufgrund der GroBe der Grenzflache, deutlich libersteigen.

5.5.5 Fazit

In Tabelle 30 sind die vorgestellten Ergebnisse des Kolbenpumpen-Modells zusammenge-
fasst. Die analytischen Ergebnisse der Losung am Versuchsende sind den Ergebnissen des

Scherstress- und Peristaltikpumpen-Modells gegeniibergestellt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 30: Ergebnisse Untersuchungen zur Kombination von Scherung und Grenzfldchen
Silikonschlauch, Metall, Glas, Luft

Priifpunkt Kolbenpumpen- Scherstress- Peristaltik-
Methode Modell Modell | pumpen-Modell
Losung am Scherrate | ohne Luft, AK-3

Versuchsende 72.150 s

Abnahme Monomergehalt gegentiiber
Ausgangswert 44 13 44
HP-SEC [%]

Hydrodynamischer Durchmesser,

Z-Average >1.000 16 >1.000
PCS [nm]
Triibung Offline [FNU] 34 1,9 36

Zunahme unloslicher Aggregate
gegeniiber Ausgangswert 25 0,6 8
UV/VIS Spektroskopie [%]

Partikelzahlung > 0,5 um

Lichtblockade [Anzahl Partikel/mL] > 60.000 18.281 > 60.000

Die hochste Scherbeanspruchung wurde in der Abfiillnadel ermittelt mit (y8),,=1,8 x 10°.
Der in der Kolbenpumpe berechnete Mass Wall Shear war mit (y8),,=1,6 x 10° etwas

geringer.

Die Aggregation der Molekiile im Kolbenpumpen-Modell ist hauptsdchlich auf die Grenz-
fliche zum Silikonschlauch zuriickzufiihren. Die Proteinschdadigung war deutlich héher als

beim Scherstress-Modell mit einem Mass Wall Shear von (y8),,=5,5 x 10°. Die Kontaktzeit

der Losung mit den Schlduchen betrug ca. drei Stunden. Die Kontaktzeit der Losung mit

dem Metall der Pumpe und Nadel war mit insgesamt ca. fiinf Minuten sehr gering.

Uber die 300 Zyklen sind sowohl 16sliche, als auch unlésliche Aggregate entstanden. Es
konnte belegt werden, dass eine entscheidende Verdnderung der Produktqualitdt durch die
Abfiillmaschine entstehen kann. Allerdings sollte die Degradation nach einmaliger Passage

tiber Abfiillpumpe und Abfiillnadel vernachlissigbar sein.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.5.6 Bewertung des Modells

Das Modell der Kolbenpumpe bietet eine sehr gute Ubertragbarkeit auf den Abfiillprozess
im Produktionsmafstab, da identische Abfiillpumpen, Abfiillnadeln und Schlduche ver-
wendet werden konnen. Die ermittelte Degradation entspricht der Kombination aus Scherbe-
anspruchung und Grenzflacheneffekten.

Das Modell ist sehr gut geeignet, um empfindliche Proteinlosungen mit Blick auf den Ab-

fiillprozess zu identifizieren.

Tabelle 31: Bewertung Kolbenpumpen-Modell

Parameter Eigenschaften Modell

Scherbeanspruchung Hoch

Anzahl Zyklen Einstellbar (ein bis mehrere hundert Zyklen)

Versuchsdauer Kurz (ein Tag)

Grenzflacheneffekte

- Anteil Grenzfliche Glas Mittel

- Anteil Grenzflache Luft Gering

- Anteil Grenzflache Metall Gering

- Anteil Grenzflache Silikonschlauch | Hoch

Einsatzgebiet Ermittlung der Degradation durch den Abfiillprozess
unter Verwendung von Kolbenpumpen

Limitation Evtl. nicht auf andere Abfiillprinzipien iibertragbar

Ubertragbarkeit ProduktionsmaBstab Ja, Abfiillprozess mit Kolbenpumpe kann simuliert
werden
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die Ermittlung der Ursachen fiir physikalische Instabilitit
wihrend des Abfiillprozesses von biologisch-pharmazeutischen Arzneimitteln. Nachdem
mogliche Ausloser von Degradation identifiziert waren, erfolgte die Entwicklung von
Modellen zur Simulation der qualitdtsbeeinflussenden Prozessschritte. Anhand fiinf ver-
schiedener Versuchsdesigns wurde die Funktionalitit der Modelle an Proteinen (Antikorper,
Serumalbumin, Interferone) unterschiedlicher MolekiilgroBe tiberpriift und bestitigt.

Die Ursachen fiir Auffaltung und Aggregation von Proteinmolekiilen wéhrend des Fill &
Finish Prozesses wurden auf Basis der Sekundérliteratur und einer ergédnzenden Risikobe-
trachtung ermittelt. Als hochstes Risiko wurden Grenzflacheninteraktionen der Molekiile mit
hydrophoben Materialien und Scherbeanspruchung identifiziert. Verschiedene Modelle
wurden entwickelt, um die Auswirkung einzelner oder einer Kombination kritischer Fakto-

ren zu untersuchen.

Als erstes wurde die Zersetzung der Proteinmolekiile durch Scherkréfte, unter Anwendung
eines Scherstress-Modells am Beispiel einer Antikorperlosung, verifiziert. Scherbeanspru-
chung tritt bei der Filtration beim FlieBen der Losung durch Filterporen und bei der Abfiil-
lung beim Befordern der Losung durch Pumpen und dem Strémen durch Abfiillnadeln auf.
In der Abfiillnadel mit dem Durchmesser von 1,6 mm wurde eine Scherrate von ca. 8.700 s™
berechnet. Die in den Versuchen gewihlten Scherraten betrugen 8.696 s und 72.150 s

Im Scherstress-Modell wurde durch 300fachen Volumenwechsel ein Mass Shear von 1,1 bis
5,5 x 10° erzeugt. Durch die Scherbeanspruchung der Lésung mit Kontakt zu Glas- und
Metalloberfldchen sind 16sliche Aggregate entstanden, was zu einer Reduktion des Mono-
mergehaltes um ca. 15 % fiihrte.

Im Modell wurden mit 300 Zyklen extreme Bedingungen gewihlt. Im Produktionsprozess
flieBt die Losung jeweils nur einmal tiber Sterilfilter, Abfiillpumpe und Abfiillnadel. Der
Mass Shear von Abfiillnadel und Kolbenpumpe liegt im GroBenbereich von 10° und ist
deutlich geringer als die in den Versuchen gewihlten Bedingungen (10°). Das Risiko der

Degradation durch Scherung im Fill & Finish Prozess wird daher als gering bewertet.
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Die Auswirkungen des Kontaktes von Proteinmolekiilen mit hydrophoben Grenzflichen
wurden anhand des Peristaltikpumpen-, Schiittler- und Mischer-Modells untersucht.
Degradation der Proteinlosung nach Kontakt mit Silikonschlauchen, PTFE- und silikoni-
sierten Glas-Kugeln konnte nachgewiesen werden. Zur Untersuchung der Degradation an
Silikonschlduchen wurden Antikérper-, Serumalbumin- und Interferon-Losungen eingesetzt.
Die stiarkste Aggregation konnte bei antikorperhaltigen Losungen nachgewiesen werden.
Durch den Kontakt mit Silikonschlduchen sind 16sliche und unlésliche Aggregate
entstanden. Silikonschlduche konnen im Fill & Finish Prozess Denaturierung von
Proteinlésungen verursachen. Nach einer Kontaktzeit von 30 Minuten im Modell, was einer
Schlauchlidnge von ca. zehn Metern entspricht, war bereits ein deutlicher Anstieg der
Triibung ermittelbar.

Beim Schiittler-Modell wurde durch Zusatz von PTFE-Kugeln zur Proteinlosung in Glas-
vials eine hydrophobe Grenzfldache geschaffen. Durch den Zusatz von sechs Kugeln wurde
die Kontaktflache eines Gummistopfens (3 cm?) mit dem Durchmesser von 20 mm zur
Proteinlésung simuliert. Das Verhiltnis der PTFE-Oberfliche zum Volumen der Protein-
16sung von 0,15 cm?/cm? fiihrte zu keiner zusétzlichen Schadigung im Vergleich zur Losung
ohne PTFE-Kugeln, welche mit Kontakt zu Luft geschiittelt wurde. Bei einem Verhiltnis der
PTFE-Oberfliche zum Volumen der Proteinlosung von 1,5 cm?*cm? (entspricht 60 Kugeln in
20 mL Losung) war eine deutliche Zunahme unloslicher Aggregate nachweisbar.

Weitere Untersuchungen mit den hydrophoben Materialien PTFE und silikonisiertem Glas
unter Ausschluss von Luft wurden mit dem Mischer-Modell durchgefiihrt. Hier wurde eben-
falls ein wesentlicher Anstieg unloslicher Aggregate ermittelt. Die Auffaltung und Aggrega-
tion von Proteinmolekiilen, wie bereits in der Literatur beschrieben, konnte bestétigt werden
(Beverung et al., 1999; Jones et al., 2005; Meng et al., 2005; Sluzky, 1991; Sluzky et al.,
1992).

Die Degradation an der Grenzflache zwischen Proteinlosung und Luft wurde mit den
Peristaltikpumpen-, Schiittler- und Mischer-Modellen gezeigt. Die grof3te Instabilitdt der
untersuchten Losungen nach Luftkontakt wurde an einer Interferon-Losung ermittelt. Dies
erlaubt das Fazit, dass auch kleinere Molekiile stark an hydrophoben Grenzflachen auftfalten
konnen. Rinderserum Albumin- und eine polysorbathaltige Interferon-Losung zeigten hin-
gegen nur geringe Aggregation nach Luftkontakt. Der Zusatz von Polysorbat zu einer Anti-

korperlosung fiithrte zu einer deutlichen Stabilisierung. Die entstandenen Aggregate der
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Losungen aus dem Schiittler- und Mischer-Modellen lagen im grob dispersen Bereich. Nach
Kontakt der Losungen mit Luft in den Versuchen mit dem Peristaltikpumpen-Modell sind
zusétzlich Teilchen im kolloid dispersen Bereich entstanden. Die in der Literatur bereits
beschriebene ausgepréigte Aggregation durch den Kontakt der Proteinlésungen mit Luft
wurde bestétigt (Clarkson, 1999a; Colombie et al., 2001; Maa, 1997; Rathore et al., 2008;
Treuheit, 2002). Je nach Molekiil (z.B. GréBe, Hydrophobizitdt, Flexibilitdt der Struktur)
findet teilweise starke Auffaltung und Aggregation statt. Zusitzlicher Luftkontakt, bei-
spielsweise durch Schiaumen der Losung, sollte wihrend der Prozessierung moglichst ver-

mieden werden.

Proteinverlust durch Anhaften der Molekiile an Grenzflachen wurde bei keinem der
Versuche festgestellt. Die Stoffmengenkonzentration aller Losungen war hier mit

0,01 mmol/L im Hinblick eines Nachweises von Adsorption sehr hoch, so dass Adsorption
weniger Molekiile iiber die Konzentrationsbestimmung mittels UV/VIS Spektrometrie nicht

mehr erfasst werden konnte.

Mit Hilfe des Mischer-Modells wurde eine Denaturierung der Proteinmolekiile durch
Kontakt zu Metall (Material V4A) und Glas (Material Borosilikatglas) bei einem Ober-
flichen- zu Volumenverhiltnis der Losung von 3,8 cm?/cm?® nachgewiesen. Durch den
Kontakt von Antikdrpermolekiilen mit nicht oberflachenbehandeltem Edelstahl sind hohe
Anteile 16slicher und unloslicher Aggregate entstanden. Eine durch Metallionen verursachte
Oxidation einzelner Aminosduren ist in der Sekundérliteratur beschrieben (Khossravi et al.,
2000; Rathore et al., 2008). Zu deren Vermeidung sollten Edelstahloberfldchen einer Ober-
flichenbehandlung durch Passivierung unterzogen werden, was als gangige Praxis in der
pharmazeutischen Industrie angesehen werden kann. Nach Kontakt der Proteinlésung mit
Glas sind nur geringe Anteile unl6slicher Aggregate generiert worden. Glas erwies sich als
Material, das die geringste Proteinzersetzung von allen untersuchten Materialien (Metall,

silikonisiertes Glas, PTFE, Luft) induziert.

Im Kolbenpumpen-Modell wurde Scherbeanspruchung der Losung durch Drehkolbenpumpe
und Abfiillnadel kombiniert mit Grenzflichendenaturierung durch Kontakt zu Silikon-
schlauch, Metall, Glas und Luft. Die Schadigung der Molekiile wurde hauptséchlich auf den
Silikonschlauchkontakt zuriickgefiihrt.
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Die Proteinschédigung ist anhand der verwendeten Modelle und Losungen maBgeblich durch
hydrophobe Materialien und den Kontakt zu Luft und Metall verursacht worden. In den
Modellen wurden gezielt extreme Bedingungen gewahlt, um kritische Proteine fiir den Fill &
Finish Prozess identifizieren zu konnen. Beispiele fiir das Ausmal} der Degradation, durch

verschiedene Ausloser im Abfiillprozess, sind im Anhang, Tabelle 35 enthalten.

Das AusmaB der Proteinschiddigung ist vor allem abhéngig von:
- Hydrophobizitit der Grenzflache

- GroBe der Grenzflache

- Kontaktdauer mit der Grenzflache

- Ausmal} des Molekiilaustauschs an den Grenzflachen (Bewegung der Losung)

Beispiele fiir Kontaktfldchen und -zeiten im Fill & Finish Prozess sind im Anhang, Tabelle

36 zusammengestellt.

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen von Proteinmolekiilen mit Materialien im Prozess
oder im Packmittel ist das Mischer-Modell sehr gut geeignet. Proteinlésungen kénnen hin-
sichtlich threr Empfindlichkeit zu verschiedenen Kontaktmaterialien beurteilt werden. Unter
Nutzung dieses Modells kann ferner eine Optimierung der Zusammensetzung von Wirk-
stofflosungen durchgefiihrt werden.

Der Einsatz des Scherstress-Modells ist zur Beurteilung der Sensitivitdt der Molekiile durch

Scherkrifte in der Entwicklung sinnvoll.

Der Fokus dieser Arbeit lag in der Entwicklung der Modelle, mit denen Degradation der
Proteine, wie sie im Fill & Finish Prozess auftreten kann, simuliert werden kann. Bei An-
wendung der Modelle sollte die statistische Relevanz der generierten Daten gepriift werden.
Des Weiteren ist bei der Fortfiihrung dieser Arbeit eine Untersuchung der Stabilitét der Pro-
teinlosung mit passivierten Edelstahlkugeln mit dem Mischer-Modell von Interesse. Hier
konnte die Fragestellung verfolgt werden, in welchem Ausmal sich eine Oberflachen-

behandlung von Metall auf die Proteindegradation auswirkt.
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Durch Anwendung der Simulations-Modelle kann innerhalb weniger Tage eine erste Aus-
sage zur Stabilitdt der Proteinlosungen fiir die Verarbeitbarkeit im Abfiillprozess getroffen
werden.

Da nur wenige Milliliter der Losungen zur Versuchsdurchfiihrung und Bewertung der
Qualitédt bendtigt werden, ist durch Nutzung der Modelle eine kosteneffiziente Entwicklung

moglich.
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7.1 Geriite und Materialien

7.1.1 Geriite

7.1.1.1 Analysengerite und Zubehor

Dichte-Messgerit - Density Meter, Typ DMA 4500
Firma Anton Paar Germany GmbH, 73760 Ostfildern, Deutschland

DSC - Kapillar-Zell-Mikrokalorimeter mit Autosampler, Typ VP-DSC
Firma MicroCal LL, Northampton, MA 01060, USA

HP-SEC - Akta Purifier 10 UV-900

Firma GE Healthcare, 79111 Freiburg, Deutschland

- Saule TSK-Gel G2000 SWXL, 7,8 x 3000 mm, Trennung 5 bis
150 kDa, Interferon- und BSA-Lsungen
Firma Tosoh Bioscience GmbH, 70567 Stuttgart, Deutschland

- Sdule TSK-Gel G3000 SWXL, 7,8 x 3000 mm, Trennung 10 bis
500 kDa, Antikorperlosungen
Firma Tosoh Bioscience GmbH, 70567 Stuttgart, Deutschland

- Mobile Phase: 29,22 g/L. NaCl, 8,80 g/L Na,HPO4 x 2H,0, pH 7,0,
Fliessrate 1 mL/min

- Elutionslénge: 1,5 und 1,8 Sdulenvolumen Antikorperlésungen, 1,5
Saulenvolumen BSA- und IFN-2 Losungen, 2,0 Sdulenvolumen
IFN-1 Losungen

- Vorlagebehilter: konisches PP Vial mit Septum

Mikroskop - Olympus BX 50, Durchlichtmikroskop mit Digitalkamera DG-03
Firma Olympus, 20097 Hamburg, Deutschland

Osmometer - Cryoscopic Osmometer, Osmomat 030

Firma GONOTEC GmbH, 10553 Berlin, Deutschland

128



7 Anhang

Partikelzdhler - FSV 0,5 - 100, Serien-Nr. 348, Messprinzip Lichtblockade, max.
Konzentration 60.000 Partikel/mL
Firma SfP GmbH, 75446 Wiernsheim, Deutschland
- Messbereich: 0,5 bis 130 pm mit 16 PartikelgroBenkanélen
- Fliessgeschwindigkeit Losung: 0,25 mL/s
- Vorlagebehilter: 8 mL Rundbodenréhrchen

PCS - Zetasizer Nano ZS, Messbereich 0,6 nm bis 6 um hydrodynamischer
Durchmesser, Helium-Neon-Gas Laser 633 nm, Messwinkel 173°
Firma Malvern Instruments Ltd., Worcestershire WR14 X7,
GrofBbritannien
- Vorlagebehilter: Polystyrol Einmalkiivette, halbmikro,
12,5 x 12,5 x 45 mm
Firma Brand GmbH & Co. KG, 97861 Wertheim, Deutschland

pH-Meter - pH 340, Serien-Nr. 01050005
Firma WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstiatten GmbH,
82362 Weilheim, Deutschland

Temperaturmessgerit - testo 526

Firma testo AG, 79853 Lenzkirch, Deutschland

Tensiometer - DCAT 21
Firma DataPhysics Instruments GmbH, 70794 Filderstadt,
Deutschland
- Wasserbad F12
Firma Julabo Labortechnik GmbH, 77960 Seelbach, Deutschland
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Triibungsphotometer - Photometer 2100 AN, Wolframlampe, Wellenlédngenfilter
Offline 400-600 nm, Genauigkeit laut Hersteller: + 2 % von 0 bis 1000 NTU
und + 5 % von 1000 bis 4000 NTU
- Vorlagebehilter: Rundkiivette, Rollrandflasche 84 x 13,3 mm,
Glasart 1, klar
Firma Hach Lange GmbH, 40549 Diisseldorf, Deutschland

Trubungsphotometer - Sensor DTF16-O, Halogenlampe, Wellenldngenbereich
Online 590-1100 nm, Detektor: drei Silizium-Photodioden, optische
Pfadldnge 80 mm
Firma optek-Danulat GmbH, 45356 Essen, Deutschland

UV/VIS - Lambda 20, Zweistrahlspektrometer, Monochromator mit
Spektrometer holographischem Gitter mit 1053 Linien/mm im Zentrum,
Deuterium- und Halogenlampe, Photodioden fiir Proben-
und Referenzstrahl, Wellenldngenbereich 190 bis 1100 nm
Firma Perkin Elmer GmbH, 88647 Uberlingen, Deutschland
- Vorlagebehilter: Polystyrol Einmalkiivette, halbmikro,
12,5 x 12,5 x 45 mm
Firma Brand GmbH & Co. KG, 97861 Wertheim, Deutschland

7.1.1.2 Gerite und Zubehor Modellierung

Abfiillmaschine - Typ EMD, ID 500087, Regler 10, Dosierung 310,0
- Abfillpumpe 0,3 - 2,1 mL, NT 449518010L/0306, ID 21595,
Material hartverchromter Edelstahl
- Abfiillnadel Nr. 443200L, Innendurchmesser 1,6 mm,
AuBlendurchmesser 2,0 mm, Linge 122 mm, Material passivierter
Edelstahl
Firma Bausch & Strobel, 74532 Ilshofen, Deutschland

Durchflussregler - Schwebekorper, 0-2 L/h und 0-250 L/h
Firma Porter, Hatfield, Pennsylvania 19440-0907, USA
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Dampfautoklav - Dampfsterilisator, Typ Systec D
Firma Systec GmbH, 35435 Wettenberg, Deutschland

HeiBluftofen - Typ T5050 E, Fabrik-Nr. 8615409 , Nenntemperatur 250 °C
Firma Heraeus Holding GmbH, 63450 Hanau, Deutschland

Mischer - Schiittelmischer, Turbula, System Schatz, Typ T2F mit
Frequenzumrichter und Timer

Firma Willy A. Bachofen AG, 4005 Basel, Schweiz

Peristaltikpumpe - L/S, Einstellung Int, Size 14
Firma Masterflex, 77674 Kehl/Rhein, Deutschland

Scherstressapparatur - Geréte-Nr. UH-PSALI
Firma BI (Eigenbau), 88397 Biberach, Deutschland

Schiittler - Horizontalschiittler

Firma Edmund Biihler GmbH, 72379 Hechingen, Deutschland

Waage - AT261 Delta Range, Min. 1 mg, Max. 205 g
Firma Mettler Toledo GmbH, 8606 Greifensee, Schweiz

Wasserbad - Thermo Haake C25P, Nr. 12429, Typ F34
Firma Julabo Labortechnik GmbH, 77960 Seelbach, Deutschland

Zentrifuge - Biofuge primo

Firma Heraeus, Buckinghamshire MK 16 9QS, Grof3britannien
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7.1.2 Materialien

7.1.2.1 Substanzen

AK-1
(Modellprotein)

AK-2
(Modellprotein)

AK-3
(Modellprotein)

Bernsteinsidure

BSA
(Modellprotein)

Di-Natriumsuccinat-

Hexahydrat

Druckluft

Glycin

132

Stammlosung 54 mg/mL, Nr. 703201
Firma BI, 88397 Biberach, Deutschland

Stammlosung 10 mg/mL, Nr. 92078
Firma BI, 88397 Biberach, Deutschland

Stammlésung 2 mg/mL, Nr. 608098 und 608714
Firma BI, 88397 Biberach, Deutschland

C4HgO4, CAS-Nr. 110-15-6, EG-Nr. 203-740-4, Art.-Nr. 42949, Lot-
Nr. 707291, Order-Nr. 4884
Firma Kraemer & Martin GmbH, 53757 Sankt Augustin, Deutschland

CAS-Nr. 9048-46-8, EG-Nr. 232-936-2, Art.-Nr. 23517, Lot-Nr.
600778 + 702071

Firma Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, 30918 Seelze,
Deutschland

C4HsNa,04 x 6H,O, CAS-Nr. 6106-21-4, EG-Nr. 205-778-7,
Art.-Nr. 42950, Lot-Nr. 605857, Order-Nr. 43510
Firma Dr. Paul Lohmann GmbH KG, 31860 Emmerthal, Deutschland

Hausversorgung

Firma BI, 88397 Biberach, Deutschland

C,HsNO,, CAS-Nr. 56-40-6, EG-Nr. 200-272-2, Art.-Nr. 26, Lot-Nr.
705216, Order-Nr. 47502

Firma Tessenderlo Group, 1050 Briissel, Belgien
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HA

IFN-1
(Modellprotein)

IFN-2
(Modellprotein)

L-Histidin

L-Histidin HCI-
Monohydrat

Mannitol

Molekularmarker

Natriumchlorid

20 %, 0,2 g/mL, Mat.-Nr. 35432, Ch.-B. 400003, WE-Datum
05.01.2004
Firma Grifols S.A., 08005 Barcelona, Spanien

Stammlosung, 0,25 mg/mL, Nr. 46137
Firma BI, 88397 Biberach, Deutschland

Stammlosung, 0,21 mg/mL, Nr. 403836
Firma BI, 88397 Biberach, Deutschland

CsHoN50,, CAS-Nr. 71-00-1, EG-Nr. 200-745-3, Art.-Nr. 41774, Lot-
Nr. 701397, Order-Nr. 48515
Firma S.A. Ajinomoto Omnichem N.V., 1348 Louvain-la-Neuve,

Belgien

CsHoN30; x HCI x H,O, CAS-Nr. 5934-29-2, EG-Nr. 211-438-9,
Art.-Nr. 63266, Lot-Nr. 601397
Firma S.A. Ajinomoto Omnichem N.V., 1348 Louvain-la-Neuve,

Belgien

CeH 1404, CAS-Nr. 69-65-8, EG-Nr. 200-711-8, Art.-Nr. 41660 +
61212, Lot-Nr. 702874 + 706786, Order-Nr. 46503 + 46828
Firma Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Deutschland

Gel Filtration Standard, Kat.-Nr. 151-1901, Kontrolle 310005081
Firma Bio-Rad Laboratories GmbH, 80939 Miinchen, Deutschland

NaCl, CAS-Nr. 7647-14-5, EG-Nr. 231-598-3, Art.-Nr. 41781, Lot-

Nr. 704595 + 800536, Order-Nr. 46068 + 51558 + 51608
Firma Siidsalz GmbH, 74076 Heilbronn, Deutschland
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Natrium-Di-
Hydrogenphosphat-
Dihydrat

Natrium-Mono-

Hydrogenphosphat-

Dihydrat

PBS Dulbecco

Polysorbat 20

Salzsdure

Silikonolemulsion

Stickstoff

134

NaH,PO, x 2H,0O, CAS-Nr. 13472-35-0, Art.-Nr. 23898 + 67673,
Lot-Nr. 703192 + 801015, Order Nr. 49846
Firma Dr. Paul Lohmann GmbH KG, 31860 Emmerthal, Deutschland

Na,HPO4 x 2H,0, CAS-Nr. 10028-24-7, EG-Nr. 231-448-7, Art.-
Nr. 23899, Lot-Nr. 705256, Order-Nr. 46532

Firma Chemische Fabrik Budenheim KG, 55257 Budenheim,
Deutschland

137 mM NacCl, 3 mM KCI, 1,47 mM KH,PO4, 8 mM Na,HPO, Kat.-
Nr. L182-50, Lot-Nr. 04585H
Firma Biochrom AG, 12247 Berlin, Deutschland

CssH114026, TW20, CAS-Nr. 9005-64-5, Art.-Nr. 39381, Lot-Nr.
600252, Order-Nr. 42687
Firma Dr. W. Kolb AG, 8908 Hedingen, Schweiz

1 N, Charge HC747930, UN 1789
Firma Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Deutschland

Verdiinnung 1:90 (w/w; Silikondl : WFI), 35 % Dow Corning 365,
Polydimethylsiloxan NF Emulsion, Zusammensetzung: Wasser,
Polydimethylsiloxan, Natriumbenzoat, Propyl- und Methyl-Paraben,
Sorbinsdure, Batch Nr. 0002048543, Mat.-Nr. 03126501, 1000 mm?/s
(#cSt), Art.-Nr. 32128, Ch.-B. 30656

Firma Biesterfeld Spezial-Chemie GmbH, 20095 Hamburg,
Deutschland

Hausversorgung

Firma BI, 88397 Biberach, Deutschland
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7.1.2.2 Materialien Modellierung

Begasung

Deckglas

Filter

Glasbehélter

- Kaniile Microlance 3, 20G 1 2, 0,9 x 40, BD Plastipak 1 mL

Firma Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland

- Verschluss Vials Mischer-Modell, rund, Durchmesser 16 mm

Firma Linkam Scientific Instruments, Surrey KT20 5LR,

GrofBbritannien

- 0,2 um, Acrodisc, Supor Membran, Spritzenfilter, 13 mm, Low

Protein Binding, steril, Filtration vor UV/VIS- und HP-SEC-
Messung

Firma Pall GmbH, 63303 Dreieich, Deutschland

0,2 um, FP 30/0,2, CA-S, 7 bar max., Spritzenfilter, steril, Filtration
vor UV/VIS- und HP-SEC-Messung

Firma Whatman GmbH, 37586 Dassel, Deutschland

0,22 pum, Sterivex, GP, Kat.-Nr. SVGPB 1010, SVGPO 1050, steril,
Filtration der Losungen vor Versuchsbeginn

Firma Millipore S.A.S., 67124 Molsheim Cedex, Frankreich

20/25 mL Vials, Glasart 1, Réhrenglas, Art.-Bez. CRP-NBB-
20 mL, 55,0 x 30,0 x 1,20, 25.04.2008, Clearline FC

Firma Schott AG, 55122 Mainz, Deutschland

20 mL Ganzglasspritzen, Fortuna Optima, Luer-Lock-Metallkonus,
Durobax, Glasart 1

Firma Poulten & Graf GmbH, 97877 Wertheim, Deutschland
25 mL Glas Standzylinder, Duran

Firma Schott AG, 55122 Mainz, Deutschland

100/120 mL Vials, Glasart 1, Rohrenglas, SAP-Nr. 36979, WE
606574 + 606575 + 606576 + 702643

Firma Schott AG, 55122 Mainz, Deutschland

- 100 mL Glasflasche, Duran

Firma Schott AG, 55122 Mainz, Deutschland
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- 250 mL Glas Standzylinder, Duran, verkiirzt auf 110 mL
Firma Schott AG, 55122 Mainz, Deutschland
Chemische Zusammensetzung Glasart 1, Borosilikatglas (Kettelhoit,
2008)
- 70 -80 % SiO,
- 12-13 % B,05
- 2% AlL,Os
- <7% Na0, K,0
- 0% MgO, Ca0O, BaO

Kaniile Scherstress- - Innendurchmesser 0,6 mm, Lange 138 mm
apparatur - Innendurchmesser 2,0 mm, Léange 139 mm
Material nicht passivierter Edelstahl
Firma Askea Feinmechanik GmbH, 88279 Amtzell, Deutschland

Kugeln Prézisionskugeln
- PTFE, Durchmesser 4 mm +/- 0,025 mm, Lot Nr. 30409971-01
- Nicht passivierter Edelstahl, Niro AISI 316-L, V4A, Durchmesser
4 mm +/- 0,02 mm, Lot Nr. LA2/1274,
Chemische Zusammensetzung V4A (Henkel, 2003)
- ca. 65 % Fe
- 16-18%Cr
- 10-15% Ni
- 2-3% Mo
- <£0,02%C
- Borosilikatglas, Durchmesser 4 mm +/- 0,02 mm, Lot Nr. 0337,
poliert
Firma Spherotech, 36041 Fulda, Deutschland

Parafilm - Parafilm M, Paraffin-Wachs und Polyolefin-Folie

Firma Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, 30918 Seelze,
Deutschland
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Pipetten

- Multipipette EDOS 5222 mit Combitip 50 mL, DNA frei
Firma Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland

- Pipette Reference und entsprechende Pipettenspitzen

2 bis 20 uL

10 bis 100 uLL
100 bis 1000 pL
500 bis 2500 pL.

Firma Eppendorf, 22331 Hamburg, Deutschland
- 4 mL Vollpipette, EM, Techcolor, AS

Firma Hirschmann Laborgerite GmbH & Co. KG, 74246 Eberstadt,

Deutschland

- Einmalpipette costar, 10 mL in 1/10, steril
Firma Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, 30918 Seelze,
Deutschland

Probenahmebehélter - 8 mL Rundbodenrshrchen Falcon, Polystyrol, steril
Firma Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland

Schlduche

- 15 mL, Polypropylen Réhrchen, steril
Firma Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Deutschland

- 50 mL Cellstar, Polypropylen Test Rohrchen, steril
Firma Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Deutschland
- 60mL, 125 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL Flaschen, PETG

(Nalgene), natur mit Verschluss, steril

Firma Thermo Fisher Scientific, New York 14625, USA

platin-katalysierte Silikonschlduche, Sani-Tech STHT-C

- Innendurchmesser 3,3 mm, Aulendurchmesser 7,85 mm, Lange

112,2 cm, Totvolumen 9,6 cm?

- Innendurchmesser 3,3 mm, Aulendurchmesser 7,85 mm, Lange

150 cm, Totvolumen 12,83 ¢cm?

- Innendurchmesser 4,75 mm, Aullendurchmesser 9,47 mm, Linge

150 cm, Totvolumen 26,58 cm?
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- Innendurchmesser 5 mm, Aullendurchmesser 9,4 mm, Lénge
51,2 cm, Totvolumen 10,05 cm3

Firma ITE Intertechnik Elze, 31008 Elze, Deutschland

Spritzen - Plastipak, 5, 10, 20, 50 mL, steril
Firma Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland

Stopfen - Gummistopfen S10-F451 RS D777-1, B2-40, teflonisiert, Lot
710003
Firma West Pharmaceutical Services Deutschland GmbH & Co.
KG, 52249 Eschweiler, Deutschland
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7.2 Berechnungen

7.2.1 Reynolds-Zahlen

Ist die Reynolds-Zahl kleiner 2.320, dann ist der Verlauf der Rohrstromung laminar. Bei

einer Reynolds-Zahl grofler 2.320 liegt meist turbulente Stromung vor.
Die Reynolds-Zahl ist wie folgt definiert (Stricker, 1987):

Re = WX dxp
M pyn
Re Reynolds-Zahl
w Mittlere Geschwindigkeit
d Rohrdurchmesser
ye) Dichte
M byn Dynamische Viskositit

[]
[m/s]

[m]
[kg/m?]
[kg/ms]

Gl. 7.1

Dynamische Viskositdt AK-3 Losung bei 20 °C: 7, =1,04 mPas = 1,04 x 107 kg/ms

Dichte AK-3 Losung bei 20 °C:

Tabelle 32:

p =1,006 g/mL =1.006 kg/m’

Reynolds-Zahlen zur Stromung der AK-3 Losung

d [m] w [m/s] Re
Scherstress-Modell
Abfiillnadel 0,0016 1,74 2.693
Scherrate 8.696 5™ 0,002 2,17 4.198
Scherrate 72.150 s 0,0006 5,41 3.140
Peristaltikpumpen-Modell
Tabungsphotometer o033 | 0| e
Kolbenpumpen-Modell
Abfiillnadel 0,0016 1,22 1.888
Pumpe Einlauf 0,003 0,48 1.393
Pumpe Auslauf 0,003 0,35 1.016
Kolben Beftillen 0,002 1,08 2.089
Kolben Entleeren 0,002 0,78 1.509
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7.2.2 Scherung im Scherstress-Modell

7.2.2.1 Abfiillnadel im Produktionsmaflstab

Radius Abfiillnadel 7= 0,0008 m
Lange Abfiillnadel [7=0,122m

Volumenstrom
= 5029Ke 1ML s sl s =3.5%x10" 0 m3 /s
30s Takt
Geschwindigkeit
; —6 3
we— Vo XAy 607 ki
zxr?  x(0,0008m) s
Scherdauer
t :inzlxw:0,07s
w 1,74 m
Scherrate

_4xV _ 4x35x10° m’

- = =8.704 5™
nxr’ 7 x(0,0008m) s

Mass Wall Shear
(#8),, = 7,y xt, =8.704 57 x 0,07 5 = 609

Mass Average Shear

= — X — = —

3°d° 7 370,0016m

x1=407

7.2.2.2 Scherrate 8.696 s

Durchmesser Kaniile d= 0,002 m r=0,001 m
Linge Kaniile [=0,139m

Volumenstrom V =6,83 mL/s = 6,83x 10 m*/s

Geschwindigkeit

Voo 683x10°m’

axr®  ax1*x107° m’s

w =

=217m/s=783km/h

Scherrate

_4xV 4x683x10° m’

- = =8.6965""
zxr’ 7z><(0,001m)3 s
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Scherdauer
t = NxL=300x 239MXS 190
w 217 m

Mass Wall Shear

(#9), =7, xt, =8.6965" x19,22 5 = 1,67x 10’
Mass Average Shear

( 9)av :ExLxN:Ex 0,139 m

3 d 3 0,002m

x300=111x10’

7.2.2.3 Scherrate 72.150 s™

Durchmesser Kaniile = 0,0006 m r=0,0003 m
Lange Kantile [=0,138m

Volumenstrom V =1,53 mL/s = 1,53 x 108 m3/s

Geschwindigkeit

. -6 3
we Vo WY s 219,48 km
TXF %03 x107° m=~s

Scherrate

_AxV 4x153x10°° m’

Yy = = =72.150s"
"oaxr’ zx(0,0003m) s

Scherdauer

t = NxL=300x B38MXS g 65 g
w A41m

Mass Wall Shear

(#9), =7, xt, =72.150 s x 7,65 5 = 5,52 x10°

Mass Average Shear
16 0,138m
X

(0), =10 Ly =16, O138m 3603 68x10°
3 d 3 0.0006m
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7.2.3 Scherraten und Kontaktzeiten im Peristaltikpumpen-Modell

7.2.3.1 Versuche mit und ohne Luftdurchfluss

Schlauch Zulauf (Z) Triibungsphotometer dz= 0,0033 m rz=0,00165 m

(ohne Luft) lz=1,122 m

Schlauch Riicklauf (R) Vorlagebehilter  dr =0,00475 m rr = 0,002375 m
(mit Luft) Ir=15m

Volumenstrom

V =10,7 mL/min =1,783x107 m® /s
Scherrate

_4xV _ 4x1,783x107 m’

/ = =50,55"
Tz axr,  7x(0,00165m) s
' =73
Vo = 4><V3 _ 4x1,783 x10 m3 ~17.05"
X T 7 x(0,002375 m)” s
Geschwindigkeit
7 1 1 -7 3
w, =L L0 6 s = 0,08km/
xxr,”  mx(0,00165m)" s
7 -7 3
W=V o LTIXNO M 61— 0,04 km /i

axry  wx(0,002375m)* s

Anzahl Volumenwechsel (= Zyklen)

Die Anzahl der Volumenwechsel iiber die Schlduche wird iiber die Versuchsdauer, den

Volumenstrom und das Gesamtvolumen definiert.

=1V GL72
V
N Anzahl Volumenwechsel/Zyklen
Passagen durch die Testsektion [ |
t Versuchsdauer t =330 min=19.800 s
v Volumenstrom V=1,783x10"7 m> /s
v Gesamtvolumen V =80mL=80x10" m’

19.800 5 x1,783 %1077 m’
N = 6 3
80x107" m’s

— 4413
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Kontaktzeit

t, = Nxlz - 4413 % L122 ms
w, 0,02m

=2.476s5 =41 min

1,5 ms

/
i =Nx—2=44]13x
Wy 0,01m

=6.6205 =1/ 50 min

Entsprechende Schlauchldnge nach Versuchsdauer von 30 Minuten

Iy =1, +1, =1,122m+1,5m=2,622m

_ Nx30min

Ny == Gl.7.3
Nigin Volumenwechsel nach 30 min [ ]
t Versuchsdauer t =330 min
N Anzahl Volumenwechsel/Zyklen Passagen durch die Testsektion

N=144,13

Y- N><310min _ 44;1;32:1111 _ 40

Lo min = Les X N Gl. 7.4
Lo i Schlauchldnge nach 30 min ~ [m]
g Schlauchldnge gesamt l;,,=2,622 m
/ =2,622mx4,0=105m

30 min

7.2.3.2 Versuche mit Erwirmen

Schlauch Zulauf (Z) Triibungsphotometer dz = 0,0033 m rz=0,00165 m

(ohne Luft) Iz=1,5m

Schlauch Riicklauf (R) Vorlagebehilter  dz = 0,0033 m rg =0,00165 m
(mit Luft) r=1,122m

Volumenstrom

V =1783mL/min=2972x10" m* /s
Scherrate

_4xV 4x2972x107 m’
axr’  7x(0,00165m)’ s

Vw =8424 s
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Geschwindigkeit

; -7 3
axr”  7x(0,00165m)" s

Anzahl Volumenwechsel (= Zyklen)

Versuchsdauer t=150 min=9.000 s
Gesamtvolumen V=40mL =40x10"° m’®
7 -7 3
N = txV _ 9.OOOS><2,9762><130 m_ 66.87
V 40x10™"° m’s

Kontaktzeit

/
t, = Nx—Z = 66872 _ 8659 s = 48 min

w, 0,035m
L = Nx2 — 6687« M22MS 5 1437 5 =36 min

Wy 0,035m

7.2.4 Kugeln- und Gummistopfen-Oberflichen im Schiittler-Modell
Die fiir die Losung zugéngliche Gesamtoberfliche ( A4, ) eines Gummistopfens setzt sich

zusammen aus:

- Flidche Halbkugel (HK) mit Radius 7, = 4,65 mm
- Mantelfliche (M) Kegelstumpf mit Aullenradius r,,, = 6,6 mm, Innenradius
"y = 5,8 mm , Hohe h,, =2,8 mm
- Flache Kreisring (KR) mit Auenradius r,,, = 5,8 mm und Innenradius r,,, = 4,5 mm

Die nicht vom Hersteller angegebenen AbmalBle wurden aus der Zeichnung, Abbildung 7-19
abgemessen.

Fldche Halbkugel Anx

Ay =2XTX Ty Gl. 7.5

Ay = 2% 7% (4,65 mm* )= 13586 mm’
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Mantelfldiche Kegelstumpf Ay

Ay = (ryy + 73 )x 3 m
m Liange Mantellinie  [mm]

m= \/(rMa —ry )+ h,?

m= \/(6,6 mm — 5,8 mm)2 + (2,8 mm)2 =291 mm
A,, = (6,6 mm+ 58 mm)x 7 x 2,91 mm = 113,36 mm*

Fldiche Kreisring Ak

Akr = 7 % (r,?Ra - r,?Ri)
Akr = 77 % ((5,8 mm)2 - (4,5 mm)2 )= 42,07 mm’*

Gesamtoberfliche Ages

AGes = AHK + AM + AKR

Ag,, =135,86 mm* +113,36 mm* + 42,07 mm* = 291,29 mm*

Kugeloberfldche Ax

r,  Kugelradius re =2mm
Ay =4x7mx er

A, (1 Kugel) = 4x . x (2mm)* = 50,27 mm*

Ak (6 Kugeln) =301,62 mm?
Ak (60 Kugeln) = 3.016,20 mm?

Kugelvolumen Vi

3
Ve =§><77><r,<

V. (1 Kugel) = %x ax(2mm) =33,51mm’

Vi (6 Kugeln) = 201,06 mm?*=0,2 mL
Vk (60 Kugeln) =2.010,62 mm?* = 2,0 mL

Innendurchmesser Vial dy=4,46 cm ry=2,23 cm
Fiillvolumen (0 Kugeln) V(0 Kugeln) = 20,0 cm?
Fiillvolumen (6 Kugeln) V(6 Kugeln) = 20,2 cm?

Gl. 7.6

Gl. 7.7

Gl. 7.8

Gl. 7.9

Gl. 7.10

Gl 7.11
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Fiillvolumen (60 Kugeln) V(60 Kugeln) = 22,0 cm?

Fiillhéhe Vial hy

2
V,=nxr,"xh,

VV

2
X1,

h, =

20,0 cm®
h,(0Kugeln)= ———— = =1,28
V( e n) 7T X (2,23 cm)2 .

20,2 cm’
h, (6 Kugeln) = ————=1,29
/(6 Kugeln) 7 x(2,23 cm)’ e

3
h, (60 Kugeln) = L’"z =L4lem

T X (2,23 cm)

Benetzte Glasoberfliche Vial Ay, Kontaktfldiche im ruhenden Zustand

A4, =(2><7rer th)+(7z><rV2)

A, (O Kugeln)z (2><7r><2,23 cmx1,28 cm) (7Z'>< 2,23 cm 2) 33,56 cm®
A, (6 Kugeln) = (2 x 7 x 2,23 cmx 1,29 cm) + (7r>< 2,23 ¢m) 2) 33,70 cm’

A4, (60 Kugeln) = (2 Xmwx2,23cmx1,41 cm)+ (72' x (2,23 cm)2 ) =3538cm’

7.2.5 Kugeloberfliichen und -Volumen im Mischer-Modell

Gl. 7.12

Gl. 7.13

Gl. 7.14

Die zur Berechnung von Kugeloberflache und -Volumen verwendeten Formeln sind in

Kapitel 7.2.4, Gl. 7.8 und Gl. 7.9 beschrieben.
Kugeloberfldche Ax

Ty Kugelradius ry =2mm

A, (1 Kugel)=4xxxr, =4xxx(2mm) =50,27 mm’

Ag (150 Kugeln) = 7.540,5 mm*=75,4 cm?*

Kugelvolumen Vi

VK(IKugel):§><7z><rK3 :%Xﬁx(2mm)3 =33,51mm’

Vi (150 Kugeln) =5.026,5 mm? =5,0 cm* = 5,0 mL
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7.2.6 Scherung im Kolbenpumpen-Modell

7.2.6.1 Abfiillnadel
Innendurchmesser Nadel (N) dy= 1,6 mm ry= 0,8 mm
Lange Abfiillnadel In=122 mm
Zeit Nadelentleerung tv=0,8571s

Volumenstrom in der Nadel und im Auslauf der Pumpe

-6 3
o=y, = B0 M s 107 s
08571

Geschwindigkeit in der Nadel

Vy  2,45x10° m’

2 2 -6 2
Xy 7x08 x10" m-s

Wy = =1,22m/s=439km/h

Scherdauer in der Nadel

[
fy :inzg,()o)(w
Wy 1,22 m

=30s

Scherrate in der Nadel

B 4%V, 3 4x%2,45%107° m’

axry.  7x08° %107 m’s

=6.093s""

Ywn

Mass Wall Shear in der Nadel

(0)n = Funy X1y = 6.09357 x305 =1,8x10°

Mass Average Shear in der Nadel

/
(79)avN :%XixN:EX 0,122}'}1

=== 300=1,2x10°
d, 370,0016m
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7.2.6.2 Abfiillpumpe

¥\ 180° Drehung

39

28

Einlauf s Auslauf
> 2 —_—

g2

41,78
(berechnet)
61

46

Abbildung 7-1: Zeichnung Drehkolbenpumpe; MaBle in Millimeter; Malle wurden an der Pumpe
ausgemessen und berechnet

Ein- und Auslauf Pumpe

Innendurchmesser Ein- und Auslauf Pumpe (P) dp = 3,0 mm rp=1,5 mm
Liange Pumpeneinlauf (EP) lgp=10,046 m

Liange Pumpenauslauf (AP) 14p=10,039 m

Zeit Pumpenbefiillung (P) tp=0,6171s

Einlauf Pumpe

Volumenstrom im Einlauf der Pumpe

V., Y _2DA0T T 10 s
t,  0,617Lls
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Geschwindigkeit im Einlauf der Pumpe

Ve 3,40x10° m’

7r><rP2 7x1,52 %107 m’s

=0,48m/s=173km/h

Wep

Scherdauer im Einlauf der Pumpe

[
tp = N x—£2_ _ 300XM
Wep 0,48 m

=288s

Scherrate im Einlauf der Pumpe

_4xV,,  4x340x10° m’

Ywep =

=1.283s"

X rP3 7x1,5° <107 m’s

Mass Wall Shear im Einlauf der Pumpe
(Y0)yip = Fyep ¥t =1.283 57 x 28,85 =3,7x10*

Mass Average Shear im Einlauf der Pumpe

(1), 4 = O Ler 216, 0046m 50 5 5w10¢
d, 3 0,003m
Auslauf Pumpe

Geschwindigkeit im Auslauf der Pumpe

V. o 245x10° m’

7zer2 7x1,52 %107 m’s

=0,35m/s=125km/h

Wyp =

Scherdauer im Auslauf der Pumpe

(= Nxdar 300 B039mXS 3
‘ W,p 0,35m

Scherrate im Auslauf der Pumpe

. 4xV 4%2,45x10°° m® )
Vwap = i= 3 r— =924 57"
X Tp %15 x107 m’s

Mass Wall Shear im Auslauf der Pumpe

(Y0)yup = Piap X toyp = 92457 33,45 =3,1x10*

Mass Average Shear im Auslauf der Pumpe

( )avAP:EXl/‘;PXN:EX07039m

x300=2,1x10"
d, 3 0,003m

-> Die Scherrate und der Mass Shear in der Abfiillnadel sind hoher als im Pumpenein-

und Auslauf.
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Kolbenstange und Zylinder
Die Hohe des Kolbenhubs wurde mit dem eingestellten Volumen von 2,1 mL nach
Gleichung 7.11 berechnet.

Innendurchmesser Zylinder d=8 mm r=4 mm

3
p=t o 2 478 mm

Txr’ 7r><(4mm)

Der Abstand des Pumpenein- und Auslaufs bis zum Boden des Zylinders betrdgt 61 mm,
Abbildung 7-1.

Die Kolbenstange bewegt sich beim Befiillen und Entleeren jeweils mit konstanter
Geschwindigkeit nach oben und unten.

Die Losung durchflie8t zum Zeitpunkt Null des Befiillens 61 mm der Aussparung zwischen
Kolbenstange und Zylinder. Bei einem Volumen von 2,1 mL im Zylinder, durchflie3t die
Losung noch 19,22 mm (= 61 mm - 41,78 mm). Hieraus ergibt sich eine mittlere Wegliange
von 40,11 mm (Mittelwert aus 61 mm + 19,22 mm) beim Befiillen und Entleeren des
Zylinders. Fiir den Abstand zwischen Zylinder und Kolbenstange wurden 2,0 mm abge-

schitzt und ein Kreis als Querschnitt angenommen.

Innendurchmesser Aussparung Kolbenstange (K) und Zylinder dx =2 mm rg =1 mm

Mittlere Lange Kolbenstange (K) und Zylinder Ik =40,11 mm = 0,040 m

Befiillen der Pumpe (KB)

Geschwindigkeit zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Befiillen der Pumpe

Ve 3,40x107° m’

mxre  wx1,07x107 m’s

=1,08m/s=390km/h

WKB:

Scherdauer zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Befiillen der Pumpe

[y =300)(0,040m><s

Wi 1,08 m

t..=Nx =1111s

sKB

Scherrate zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Befiillen der Pumpe

. 4xV 4x3,40x10° m® .
Vwkp = = 3 ———=4.329s"
X Ty 7x1,0°x10” m’s

Mass Wall Shear zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Befiillen der Pumpe

(Y0) ks = Fwws ¥ Es = 432957 x11,115 = 48x10*
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Mass Average Shear zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Befiillen der Pumpe

/
(7e)avKB:EXL><N:EXO,O4Om
S 3 0,002m

%300 =3,2x10*

Entleeren der Pumpe (KE)

Geschwindigkeit zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Entleeren der Pumpe

Ve _ 245x10°m’

2 -
zxr, wx1,07x107° m’s

=0,78m/s=281km/h

Wie

Scherdauer zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Entleeren der Pumpe

L _ 3005 0:040mxs _ 1538
Wip 0,78 m

t .. =NXx

SKE

Scherrate zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Entleeren der Pumpe

. 4xV L 4x2,45x107° m’ 4
Y wke 3 7r><1,03 %10~ m3s

X Ty

Mass Wall Shear zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Entleeren der Pumpe

(Y0) ke = Ve X tr =3-11957' x1538 5 = 4,8x10*
Mass Average Shear zwischen Kolbenstange und Zylinder beim Entleeren der Pumpe
16 [ 16 0,040 m

0 =—x-K xN=—x
() = d, 370,002 m

x300=3,2x10"

Mass Wall Shear Kolbenpumpe Gesamt
(76)W1<Ges = (7/9)WKE + (70)WKB + (79)WEP + (VQ)WAP Gl. 7.15

(70)yxe =3,7x10% +3,1x10" +4,8x10* +4,8x10* =1,6 x10°
Mass Average Shear Kolbenpumpe Gesamt
(79)61\)1(665‘ = (ye)avKE + (76)61\/1(6 + (ye)ngP + (76),1,/,4[’ Gl 7 16

(#6),.xce = 2,5%10* +2,1x10* +3,2x10* +3,2x10* =1,1x10°
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7.2.6.3 Kontaktzeiten mit Silikonschlduchen und Metall (Pumpe und Nadel)

Silikonschliduche

Der mittlere Volumenstrom ergibt sich durch Halbierung des Volumenstroms von
2,45x107° m’ /s beim Entleeren der Pumpe, da sich die Losung zu 50 % der Taktzeit im

ruhenden Zustand in den Schlduchen befindet.

Versuchdauer t=15h30 min=330 min =19.800 s
Gesamtvolumen V=80 mL
2,45x107° m®

Mittlerer Volumenstrom Schlauch (S) VS = =1,225x10° m’ /s

txVg  19.8005x1,225x10°° m’
4 80x10™° m’s

N = =303

Es wurde mit 300 Volumenwechseln gerechnet.

Zulauf Kolbenpumpe Schlauch 1: ri=2,5 mm [;=0,512 m
Auslauf Kolbenpumpe Schlauch 2: r>=1,65 mm =1,122 m
Auslauf Triibungssensor Schlauch 3: rs=2,375 mm I5=1,5m

Mittlere Geschwindigkeiten der drei Schilduche

Ve  1,225x10° m’

7z><r12 - ﬂx(Z,Smm) s

=0,062m/s

w, =

Ve  1225x10° m’

7r><r22 - 7r><(l,65 mm)2 s

=0,143m/s

V -6 3
wy =V - 1,225x10 m2 — 0,069 m/ s
X1, 7z><(2,375 mm) s

Kontaktzeit der Losung mit den drei Schilduchen

/ 0512ms

t,, = Nx—-=300x 41 min
w, 0,062 m
/

t,, = Nx—2=300x W22 ms _ 39 min
w, 0143 m
[

f = Nx-2 =300 %208 109 min
w, 0,069 m
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Gesamtkontaktzeit der Losung mit Silikonschlduchen

LiGes =l Ty Tl Gl 7.17

e = 41 mint+ 39 min+109min =3 h 9 min

Metall

Gesamtkontakizeit der Losung mit Metall

Die Gesamtkontaktzeit mit Metall setzt sich zusammen aus der Kontaktzeit im ruhenden
Zustand und im dynamischen Zustand der Losung.

Liges = 2%t +2XE pp +2X1E . +2X tisooDremung + ¥szs +Eze Gl 7.18

Lige =2%x305+2x288s5+2x3345+300x0245+11115+1538 s =4min 435
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7.3 Weitere Tabellen und Abbildungen

Licht-
, Strahl

r

Ruick-
streuung

Abbildung 7-2:

Tabelle 33:

90° Detektor

180°

Messwinkel Triibungssensor (optek-Danulat GmbH, 2009)

11° Detektor

Referenz Detektor

Lichtstreuung groBer Partikel

Makroskopische Beurteilung der Losungen wihrend und nach den Versuchen mit
dem Peristaltikpumpen-Modell; rot = Versuche mit Erwdrmen, griin = Versuch
ohne Luft, blau = Versuch mit Kontakt zu Luftblasen

Versuchs-Nr. | Farbe, Faserartige Kugelférmige Schaum Riickstand am
Aussehen Partikel Partikel Fliissigkeitsspiegel
AK-1 T Leicht milchig | --- - Einzelne Blasen -
AK-1 Leicht milchig | --- --- --- ---
AK-1 L Leicht milchig | --- - Einzelne Blasen Lésst sich durch
Schwenken 16sen
AK-2 T Milchig - --- - lasst sich z.T. durch
Schwenken 16sen
AK-2 Leicht --- --- --- ---
blaulich
AK-2 L Leicht Milchig | 9 min nach - Einzelne Blasen Lisst sich durch
Versuchsbeginn Schwenken 16sen
AK-3 T Milchig --- --- --- ---
AK-3 Milchig -—- Mehrere Einzelne Blasen -
(Abbildung 5-8)
AK-3 L1bis | Leicht milchig | Mehrere lange, -—- Einzelne Blasen Lésst sich durch
L3 flotieren nach Schwenken 16sen
wenigen
Minuten nach
Versuchsbeginn
(Abbildung 5-8)
AK- Farblos, Klar Einzelne Fasern | --- - leichter ,,Fett-Rand*
3 L Tween' am Versuchs-
ende

' Luftblasen in Schlauch: Anfang Versuch ca. 4 mm Durchmesser, Ende Versuch ca
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Tabelle 33: Makroskopische Beurteilung der Losungen wéhrend und nach den Versuchen mit
dem Peristaltikpumpen-Modell; rot = Versuche mit Erwérmen, griin = Versuch
ohne Luft, blau = Versuch mit Kontakt zu Luftblasen (Fortsetzung)

Versuchs-Nr. | Farbe, Faserartige Kugelférmige Schaum Riickstand am
Aussehen Partikel Partikel Fliissigkeitsspiegel
IFN-1 T Leicht milchig | --- --- Oberflache bedeckt | lasst sich nicht durch
Schwenken 16sen

IFN-1 Leicht milchig | --- - Mehrere cm iiber ---

Fliissigkeits-

spiegel
IFN-1 L Leicht milchig | --- - Stark zu -

Versuchsbeginn,

ca. 6 cm iiber

Flissigkeits-

spiegel, kleine
Luftblasen in
Schlauch ca. 2 mm

BSA T Leicht milchig | --- - - lasst sich z.T. durch
Schwenken 16sen

BSA Farblos, Klar - --- Oberflache bedeckt | ---
BSA L Leicht milchig | --- - Mehrere cm tiber -
Flissigkeits-
spiegel
IFN-2 T Farblos, Klar - Wenige - leichter ,,Fett-Rand*
IFN-2 Farblos, Klar - --- - -
IFN-2 L Farblos, Klar 7 min nach - - -
Versuchsbeginn

einzelne Fasern

100 -
90 -
80 -
70
60 -
50 -
40 +

Triibung [FNU]

30 4
20 A
10 +

AK-1_T AK-1 AK-1_L

Abbildung 7-3: Ergebnisse Offline-Triibungsmessung der AK-1 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell
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50000
—AK-1T
45000 — AK-1

40000 - AL
35000
30000
25000

20000
15000 ‘//

10000 /
5000 /
0 T+ .

0,1 1 10 100 1000
PartikelgroBe, Durchmesser [um]

Anzahl Partikel pro mL

Abbildung 7-4: Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-1 Losungen, Peristaltikpumpen-Modell

2,0 -

1,8 1 L 120

1,6 1,51
) 1.46 L 100
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0,0 1 Lo

t=0 AK-1 AK-1_L

Abbildung 7-5: Ergebnisse Proteinkonzentrationen der AK-1 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell; die Probe AK-1 T war nicht auswertbar, aufgrund erhéhten
Streulichtanteils

H S [$)]
o (9] o
| |

w
a

w
o

Abnahme Monomergehalt [%)]

o o NN
o o1 o o o o
| L L L L L

AK-1_T AK-1 AK-1_L

Abbildung 7-6: Ergebnisse Abnahme Monomergehalt der AK-1 Losungen bezogen auf die
Ausgangslosung, Peristaltikpumpen-Modell
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10000
1000 =

100 -

Z-Average, Durchmesser [nm]

1,2

OZ-Average
Pdl
1380

736 535

Polydispersitats-Index

t=0

AK-1_T AK-1 AK-1_L

Abbildung 7-7: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser, Z-Average (ausgefiillte
Sdulen) und PdI (schraffierte Sdulen) der AK-1 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell

100 -
90 |
80 -
70 -
60 -
50 -
40 1

Triibung [FNU]

30 A
20 -
10

0,

Abbildung 7-8:

AK-2_ T

AK-2

Ergebnisse Offline-Triibungsmessung der AK-2 Losungen, Peristaltikpumpen-

Modell; die Probe AK-2 L war nicht auswertbar, aufgrund von Sedimentation

50000

45000 -
40000

—AK-2 T
—AK-2
—AK-2_ L

35000

30000

25000

20000
15000

Anzahl Partikel pro mL

10000
5000

0

0,1

Abbildung 7-9:

1 10 100

1000
PartikelgroBe, Durchmesser [um]

Ergebnisse Partikelbestimmung der AK-2 Lsungen, Peristaltikpumpen-Modell
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2,0
1.8 120
— 18 100
- 100
€14 o
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E 121 -80 §
.§ 1,0 - <
g L60 §
£ 08- &
N ]
5 0,6 + F40 X
X 04 -
- 20
0,2
0,0 A -0

t=0 AK-2_T

Abbildung 7-10: Ergebnisse Bestimmung der Proteinkonzentrationen der AK-2 Losungen,
Peristaltikpumpen-Modell; die Proben AK-2 und AK-2 L waren nicht auswertbar,
aufgrund erhohter Streulichtanteile

50
45

40 -

35 4
30 4

25 ~

20 +

15

Abnahme Monomergehalt [%)]

10 +
5

AK-2_T AK-2 AK-2_L

Abbildung 7-11: Ergebnisse Abnahme Monomergehalt der AK-2 Losungen bezogen auf die
Ausgangslosung, Peristaltikpumpen-Modell
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Abbildung 7-12: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser, Z-Average (ausgefiillte
Sédulen) und PdI (schraffierte Sdulen) der AK-2 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell
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300 350 460 4_.50

nm
—————— 3.SP-31.07.08 - SP-31. RL., filtr.
— 1.SP - 31.07.08 - SP-31, t=0

———— 2.SP - 31.07.08 - SP-31, RL

Abbildung 7-13: UV/VIS-Spektren der AK-2 Losungen mit Kontakt zu Luftblasen (AK-2 L),
Peristaltikpumpen-Modell; ,,RL, filtr.” (blaue Linie) entspricht filtrierter Losung

nach Versuchsende; ,,t=0 (rote Linie) entspricht Ausgangslosung (eingescanntes
Spektrum von Ausdruck)

T T T
250 200 350 <400 4é0
nm

———— 4.SP - 01.08.08 - RL., filtr.
—— - 1.SP - 01.08.08 - SP-32, t—=0
——— 2.SP - 01.08.08 - t=0, filtr.
—— 3.SP-01.08.08 - RL

Abbildung 7-14: UV/VIS-Spektren der AK-2 Losungen ohne Kontakt zu Luftblasen bei RT (AK-2),
Peristaltikpumpen-Modell; ,,RL, filtr.* (blaue Linie) entspricht filtrierter Losung
nach Versuchsende; ,,t=0 (rote Linie) und ,,t=0, filtr.* (griine Linie) entsprechen
Ausgangslosungen (eingescanntes Spektrum von Ausdruck)
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5000
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Anzahl Partikel pro mL

Abbildung 7-15: Ergebnisse Partikelbestimmung der IFN-2 Losungen, Peristaltikpumpen-Modell
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Abbildung 7-16: Ergebnisse Abnahme Monomergehalt der IFN-2 Losungen bezogen auf die
Ausgangslosung, Peristaltikpumpen-Modell
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Abbildung 7-17: Ergebnisse mittlere hydrodynamische Durchmesser, Z-Average (ausgefiillte
Séulen) und PdI (schraffierte Sdulen) der IFN-2 Losungen, Peristaltikpumpen-
Modell
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Abbildung 7-18: Lichtmikroskopische Aufnahmen, Peristaltikpumpen-Modell; Losung am Ende der
Versuche; 100fache VergroBerung; a) Erhitzt 60 °C; b) mit Luftblasenkontakt; c)
ohne Luftblasenkontakt
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] $‘
< 0 [
§
l\ Formulation: D777-1
(M) 3 A =] s C D
- 18.80 [13. ) 5.00
| o 13.20| 3.30
S = ¥ E ® F G H
. (F) . 3.30 |8.30|13.50| 1.80

Abbildung 7-19: Gummistopfen S10-F451 RS D777-1; produktberiihrender Bereich ist gelb
markiert; Ma3e der Tabelle in Millimeter; Zeichnung der Firma West
Pharmaceutical Services Deutschland GmbH & Co. KG
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Abbildung 7-20: Lichtmikroskopische Aufnahmen, Schiittler-Modell; Lésungen nach 27 bzw.
28 Tagen Schiitteln; 100fache VergroBerung; a) 0 Kugeln; b) 6 PTFE-Kugeln;
c¢) 60 PTFE-Kugeln
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Tabelle 34: Makroskopische Beurteilung der Losungen des Mischer-Modells tiber die
Versuchsdauer bis sieben Tage
Kontakt- Anzahl Farbe, Aussehen Faserartige Partikel | Kugelformige
material Kugeln Partikel
(voll befillf) 0 Klar, farblos Keine Keine
Luft 0 Milchig Vle}e (sedimentieren, Vle}e (sedimentieren,
flotieren) flotieren)
Glas 1 Klar, farblos Mehrere Mehrere
Metall 1 Klar, farblos Mehrere Mehrere
Glas 150 Klar, farblos Keine Keine
Silikonisiertes 150 Milchig Keine Keine
Glas
PTFE 150 Milchig Keine Keine
Metall Milchig, leicht . .
150 gelblich bis braunlich | <eie Keine
@ Kolbenpumpe @ Temperatursensor ~ ® Triibungsphotometer

@ Silikonschlauch

® Vorlagebehidlter ~ ® Abfiillnadel

Abbildung 7-21: Foto des Versuchsaufbaus Kolbenpumpen-Modell; halbautomatische
Kolbenpumpen-Abfiillmaschine
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Tabelle 35: Beispiele fiir Degradation im Fill & Finish Prozess; Ergebnisse Antikorperlosung
(AK-3); Werte tibernommen bzw. abgeschétzt, unter der Annahme von linearer
Zersetzung tiber die Versuchsdauer
Priifpunkt Abfiillpumpe, - Silikon- PTFE Schiiumen in
Methode Nadel, Silikon- schlauch, ca. beschichteter Behiilter,
schlauch ca. 10 m | Gummistopfen, Grenzfliche
3m d=20 mm, mit | Luft, V(Luft)/V
Luftkontakt, (Lésung) =
A(Stopfen)/ 5 mL/20 mL
V(Losung) =
3 cm?/20 mL
Datenquelle | Kolbenpumpen- Peristaltik- Schiittler- Mischer-
Modell, ein pumpen- | Modell, ein Tag, | Modell, ein Tag,
Zyklus Modell, nach 6 PTFE Kugeln Luft
30 min ohne
Luftzusatz
Abnahme Monomergehalt 15 15
HP-SEC [%] 0.1 4 0 0
Zunahme hydrodynamischer
Durchmesser, Z-Average 4b 620 1 >1.000
PCS [nm]
Zunahme Triibung 15 15
Offline [FNU] 0.1 3 8 21
Zunahme unlosliche
Aggregate 0,1 0,7 " 10 12
UV/VIS Spektroskopie [%]
Zunahme Partikel > 0,5 pm
Lichtblockade 200 8.000 12.000 > 60.000
[Anzahl Partikel/mL]

1% Schitzwerte unter der Annahme linearer Zersetzung.

165



7 Anhang

Tabelle 36: Beispiele fiir Grenzflichen und Kontaktzeiten zwischen Materialien und
Proteinlosung im Fill & Finish Prozess und als Vergleich im Mischer-Modell
Beispiele Material Oberfléiche Volumen A/V | Kontaktdauer
Losung
[em?] [em?] [em?/cm?]

S;lzrglrnnlritopfen auf Vial, Sekunden bis

. .. PTFE 3 20 0,15 Jahre (je nach
(16sungsberiihrender L "
Bereich) agerposition)
190 mL Vial mit 20 mL Luft 16 20 0.8 Monate bis
Loésung Jahre
190 mL Vial mit 20 mL Glas 30 20 15 Monate bis
Losung Jahre
Silikonschlauch, d=3,3 mm, Silikon- Sekunden bis
/=10 m schlauch 1.037 86 13 Minuten
A_bf'ullnadel, r=0,8 mm, Metall 6 0,25 24 Sekunden
/=122 mm
Mischer-Modell, 150 Metall,
Kugeln Glas, PTFE 75 20 3.8 Tage
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