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1. EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG
1.1. Zielsetzung der Arbeit

Am 25. April 2003 feierte die von Francis Crick und James Watson in der Zeitschrift Nature
publizierte Beschreibung der DNA-Doppelstrang-Struktur ihr fiinfzigjahriges Jubildum. Mit ihrer
Entdeckung schufen die beiden Forscher einen der bedeutendsten Meilensteine im Bereich der
Biowissenschaften. Jeweils drei aufeinander folgende Basenpaare am DNA-Strang ergeben ein
Basentriplett, das fiir eine Aminosdure codiert. Durch die Aneinanderreihung einzelner Amino-
sduren entstehen Proteine, welche die Grundsubstanz allen Lebens darstellen. Ein Gen
bezeichnet einzelne Abschnitte auf der DNA, in denen die Information fiir den Aufbau eines
Proteins gespeichert ist. Die eigentliche Proteinbiosynthese erfolgt in den Ribosomen am
Endoplasmatischen Retikulum.

Proteine erfiillen in einem Organismus eine Vielzahl von Aufgaben [1]:

e Strukturbildung/-erhaltung (z. B. Kollagen) e Katalyse/ Enzyme (z. B. LDH)

e Transport (z. B. Himoglobin) e Bewegung (z. B. Myosin)

e Schutz/Abwehr (z. B. Inmunglobuline) e Speicherung (z. B. Muskelproteine)
[ ]

Steuerung und Reglung (z. B. Insulin)

Infolge des ubiquitdren Vorkommens im Organismus stellen Proteine Schliissel-Bausteine fiir
lebenswichtige Prozesse dar, die im Falle eines Mangels nur noch eingeschriankt oder bei
volligem Fehlen der Proteine nicht mehr ablaufen konnen. Als Folge daraus resultieren Krank-
heiten, die bis zu lebensbedrohlichem Ausmal reichen [2].

Um all diesen verschiedenen Aufgaben gewachsen zu sein, miissen Proteine spezifisch aufgebaut
und dem sie umgebenden Milieu angepasst sein. Damit ergibt sich fiir die Proteine ein Bereich
mit optimaler Funktions- und Wirkungsweise. Die rdumliche Anordnung des Proteins, in der es
seine Funktion optimal ausiibt, wird als native Struktur bezeichnet. Andert sich die Struktur,
droht eine Einschrinkung der Funktion, Inaktivierung oder Zerstorung. Proteine reagieren
aufgrund ihrer Struktur besonders empfindlich auf die sie umgebenden Faktoren wie Licht,
Sauerstoff, Temperatur oder pH-Wert [3-5].

Die Gewinnung, Herstellung, Lagerung und therapeutische Anwendung verschiedenster Proteine
wird seit langem erforscht. Erst die Fortschritte in der Biochemie und die Einfiihrung der
Biotechnologie und Gentechnik 6ffneten den Weg fiir eine breitere Nutzung proteinogener
Arzneistoffe. Die ersten Schritte der Substitution fehlender Proteine wurden mit aus
menschlichem Blut, Urin oder tierischen Organismen gewonnenen Proteinen gemacht. Sie waren
allerdings nur sehr eingeschrinkt erfolgreich, da bei korpereigenen Stoffen nur geringe
Ausbeuten moglich waren und korperfremde Proteine vom Korper als Fremdproteine erkannt
und eliminiert werden [2]. Die Gewinnung und Herstellung maBgeschneiderter, hochreiner
Proteine ist inzwischen mit modernen Verfahren im industriellen MafBstab moglich. Bis Ende
2002 erreichten 88 Arzneimittel auf Basis rekombinanter Proteine und monoklonaler Antikdrper
die Marktreife [6]. Die Entwicklung, Nutzung und Instandhaltung solcher Herstellungsverfahren
ist liberaus kostenintensiv. Um eine kostendeckende Auslastung der Produktionseinheiten zu
erreichen, muss in ausreichend groflen Chargen produziert werden. Zwischen dem Zeitpunkt der
Herstellung und der letztendlichen Applikation beim Patienten liegt stets eine erhebliche Zeit-
spanne. Deshalb muss das Protein wihrend seiner Lagerung eine ausreichende Stabilitét
aufweisen.
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2 1. EINLEITUNG

Oberstes Ziel ist es, die Stabilisierung der Proteine in ihrer nativen Struktur zu erreichen. Ein
Weg stellt die Verwendung verschiedener Hilfsstoffe wie Zucker, Aminosduren, Proteine,
Polyole zur Stabilisierung von Proteinen im fliissigen oder festen Zustand dar [7]. Durch
Erniedrigung der Lagertemperatur, d.h. Lagerung im Kiihlschrank oder Einfrieren, kann die
Reaktionsgeschwindigkeit fiir Abbaureaktionen deutlich reduziert werden. Eine noch bessere
Stabilisierung wird durch Entfernung des Losungsmittels unter Zuhilfenahme verschiedener
Trocknungsverfahren erzielt [7,8].

Als Standardverfahren findet die Gefriertrocknung von Proteinzubereitungen Anwendung. Trotz
hoher Kapitalkosten, groBem Energieeinsatz und einer langen Prozessdauer wird das technisch
aufwendige Verfahren beniitzt. Die genannten Nachteile werden durch die Moglichkeit
kompensiert, unter sterilen Bedingungen eine vollstindige Herstellung zu gewdhrleisten. Die
Gefriertrocknung liefert Produkte, die sich durch pordse Strukturen auszeichnen und sich
dadurch schnell und vollstindig rehydratisieren lassen [7,9].

Geeignete Hilfsstoffe sind flir die Ausbildung einer groen Oberfliche wéhrend des Einfrier-
und Trocknungsprozesses sehr wichtig. Der Einfriervorgang stellt bei der Gefriertrocknung trotz
Zusatz von Stabilisatoren einen Stressfaktor fiir die Proteine dar. Sogenannte Cryoprotektanten
sollen die Proteine vor Schidigungen beim Einfriervorgang, z. B. pH-shifts oder Aufkonzen-
trierung von Salzen, schiitzen. Die Aufgabe der Lyoprotektanten ist es, die Proteine im trockenen
Zustand vor Instabilititsreaktionen zu bewahren. Durch Zusatz von Geriistbildnern kénnen
Proteinarzneimittel, die hdufig in Dosierungen von wenigen pul/ml bzw. pg/g ihren thera-
peutischen Zweck erfiillen, als stabile, trockene Zubereitungen hergestellt werden. Die Geriist-
bildner liefern die groe Oberfliche und unterstiitzen dadurch die Trocknung der Proteine. Die
zu trocknende Losung setzt sich aus einer Mischung von Protein, Geriistbildner und Puffern bzw.
Salzen zur Einstellung eines optimalen Milieus zusammen.

Dieses Gemisch bestimmt in seiner Kombination die Parameter Trocknungszeit bzw.
Trocknungsgeschwindigkeit und Trocknungsmasse. Andererseits kann durch Wahl der Prozess-
bedingungen der erreichbare physikalische Zustand der Produkte beeinflusst werden. Gegeniiber
dem kristallinen Zustand zeigt der amorphe Zustand einer getrockneten Hilfsstoffzubereitung fiir
Proteine eine wesentlich groBere Stabilitét. Proteine kristallisieren bei der Trocknung nicht,
sondern sie bilden amorphe Strukturen aus. Diese konnen durch eine amorph aufgebaute
Umgebung besonders gut stabilisiert werden [10]. Im amorphen Zustand besteht die Moglichkeit
zur Ausbildung von Wasserstoftbriicken zwischen der Proteinoberfliche und den Lyopro-
tektanten aufgrund rdumlicher Néhe in groerem Umfang als bei kristallinen Strukturen mit
festgefiigtem Kristallgitter [11,12]. Durch das Erreichen des amorphen Zustandes kommt es
durch starken Viskositéitsanstieg zu einer Fixierung der Proteine. Daher sind zur Stabilisierung
von Proteinen besonders amorphe Gerliste geeignet [8,13,14]. Die verwendeten Verfahrens-
parameter und die Auswahl der Hilfsstoffe beeinflussen die Produkteigenschaften der
Trocknungsprodukte ganz wesentlich [7,14-16].

Wie Mattern zeigte, ist es auch mit Vakuumtrocknung moglich lagerstabile, trockene Protein-
zubereitungen herzustellen [17-20]. Da bei der Vakuumtrocknung im Vergleich zur Gefrier-
trocknung nur der Einfrierschritt entfiel, waren auch hier eine sterile Herstellung, genaue,
saubere Dosierung im Endbehilter und Verpackung in den bisher genutzten Anlagen moglich.
Die Energie fir den Einfriervorgang konnte eingespart werden, und der damit
zusammenhdngende Einfrierstress flir das Protein entfiel. Ein anfanglicher Nachteil, dass die
getrockneten Zubereitungen keine pordse, sondern eine kompakte Struktur aufwiesen, wurde
durch den Zusatz von Aminosduren bzw. dem Gemisch zweier Aminosduren, insbesondere
Phenylalanin und Arginin, ausgeglichen. Die Aminosduren sind fiir das Erreichen eines
teilamorphen/ teilkristallinen Zustandes verantwortlich. Sie bewirken durch die VergroBerung
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der Oberfliche und Reduzierung der kompakten Strukturanteile eine Absenkung der hohen
Restfeuchten von ca. 5-10 % bei den Zuckern zu Restfeuchten von ca. 1-3 % bei den Zucker-
Aminosdure-Mischungen [17].

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, die Vakuumtrocknung auf ihre Leistungsfahigkeit zu unter-
suchen, sie verfahrenstechnisch zu optimieren und das Verfahren als Alternative zur Gefrier-
trocknung weiterzuentwickeln.

Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden u.a. zwei Geréte verwendet, deren eigentliches
Einsatzgebiet die Autkonzentrierung von Proben ist. Um mdoglichst schnell, aber gleichzeitig
schonend Proben zu trocknen, wurde versucht, diese mit den Gerdten nicht nur aufzukon-
zentrieren, sondern vollstindig zu trocknen. Die beiden Geridte benutzen verschiedene
Techniken, um das Ziel einer schnellen, sicheren und schonenden Aufkonzentrierung zu
erreichen.

Beim Rotationsvakuumkonzentrator RVC wird die zu trocknende Losung durch Verwendung
einer Zentrifuge in das Trocknungsgefal gepresst. Das Auftreten von Siedeverzug soll dadurch
bei den Vakuumbedingungen vermindert werden. Die Zufuhr von Wérme erfolgt tiiber
IR-Warmelampen.

Der IR-Dancer verwendet eine andere Methode zur Aufkonzentrierung. Die Fliissigkeit wird in
Vibration versetzt, wodurch die Verdunstungsrate aufgrund der vergroBerten Oberfliche im
Vakuum ansteigen soll. Die Zufuhr von Wérme erfolgt auch hier tiber IR-Wiarmelampen bzw.
wahlweise oder auch zusitzlich iiber einen beheizbaren Wéarmemantel.

Neben diesen beiden speziellen Gerdten wurden Vakuumtrockenschrinke und Gefrier-
trocknungsanlagen zur Vakuumtrocknung benutzt.

Im Verlauf der Trocknungsoptimierung wurden Aggregations-Phdnomene wihrend der
Vakuumtrocknung von G-CSF-Rezepturen beobachtet.

Als zweites Ziel dieser Arbeit wurde versucht, das Verhalten von G-CSF im Verlauf der
Trocknungsstadien durch verschiedene Versuchsansdtze und mittels mehrerer analytischer
Verfahren ndher zu charakterisieren. Schlielich wurden fliissige, aufkonzentrierte, getrocknete
und riickbefeuchtete Proben auf ihr Aggregations-Verhalten wéhrend der Lagerung bei
verschiedenen Temperaturen bzw. verschiedenen relativen Feuchten untersucht.

Da Proteine nicht ohne Zusatz von Hilfsstoffen stabilisiert werden konnen, ist die Auswahl
geeigneter Substanzen von entscheidender Rolle. Die in den Optimierungs-Versuchen der
Vakuumtrocknung verwendeten Rezepturen kniipfen an bereits erprobte Hilfsstoffkombinationen
an [17].

Als drittes Ziel dieser Arbeit wurden neue Hilfsstoffe und deren Kombinationen auf ihre
Eignung zur Stabilisierung von Proteinen evaluiert.

Fliissige, gefrier- und vakuumgetrocknete Proben wurden einem 12-wdéchigen Kurzbelastungs-
stresstest unterzogen. Neben dem bisher benutzten Modellprotein G-CSF kam EPO hinzu. Zwei
unterschiedliche pH-Werte bei den G-CSF-Rezepturen stellten eine weitere Variation der unter-
suchten Rezepturen dar. Durch Rezepturen mit und ohne Phenylalanin-Zusatz konnte die von
Mattern [17] entdeckte Trocknungsoptimierung der Vakuumtrocknung an neuen Hilfsstoffen/-
Hilfsstoff-Kombinationen weiterentwickelt werden. Die Rezepturen wurden gefrier- und
vakuumgetrocknet, und die Leistungsfahigkeit der Vakuumtrocknung gegeniiber der
Gefriertrocknung wurde bestimmt.
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1.2. Struktur, Stabilitit und Stabilisierung von Proteinen
1.2.1. Aminoséduren

Aminosduren sind bifunktionelle Molekiile und gehéren der chemischen Klasse der
a-Aminocarbonsduren an. Zum Grundgeriist jeder der 20 proteinogenen Aminosduren gehort
eine Carboxy- (-COOH) und eine Aminogruppe (-NH,). Diese beiden Gruppen befinden sich
neben einem Wasserstoffatom und einer Seitenkette an dem sogenannten o-C-Atom. Die
einzelnen Aminosduren unterscheiden sich nur in der Seitenkette am a-C-Atom (Abb. 1-1). Alle
Aminosduren sind mit Ausnahme von Glycin chiral und kommen in der Natur nur in der
L-Konfiguration vor. Glycin trdgt eine zweites Wasserstoffatom am a-C-Atom und ist deshalb
nicht chiral.

Durch die saure und basische Gruppe zeigen Aminosduren amphoteres Verhalten und liegen als
zwitterionisches Ammoniumcarboxylat im fliissigen und festen Zustand vor. Die Aminosduren
lassen sich in Aminosduren mit hydrophobem und hydrophilem Seitenrest und weiter in saure,
basische und neutrale unterteilen [21].

Die Seitenketten der Aminosduren beeinflussen entscheidend die chemische Stabilitit von
Proteinen. In Abb. 1-2 sind die Seitenketten der proteinogenen Aminosduren abgebildet und
nach ihrer chemischen Stabilitit eingeteilt [22].

COO

H;N C H

R

(Rest R siche Abb. 1-2)

Abb. 1-1: Aufbau der Aminosiuren
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Chemisch stabile Chemisch instabile
Aminosiiuren Aminosiiuren
Seitenkette Aminosiiure Seitenkette Aminosdure
(Abkiirzung) (Abkiirzung)
H Glycin _ Asparaginsédure
- (Gly oder G) —CH,-COO (Asp oder D)
Alanin Asparagin
_CH3 (Ala oder A) _CHTCONHZ (Asn oder N)
Valin Glutamin
_CH—(CH3)2 (Val oder V) —CH,-CH,-CONH, (Gln oder E)
Leucin Serin
—CH,-CH-(Chs) (Lewodery | —CH2-OH (Ser oder S)
Isoleucin Threonin
—CH(CH;)-CHy-Chs (e oder I) —CHOH-CH; | (thr oder T)
Phenylalanin Methionin
(Phe oder F) —CH,-CH;-S-CH; (Met oder M)
—CH,
) Glutaminséure Cystein
—CH,-CH,-COO (Glu oder E) —CH,-SH (Cys oder C)
NH + Lysin —CH, Histidin
= -(C - (Lys oder K) = (His oder H)
CH—(CH);-NH; y \|+/\NH
HNx/

+ | Arginin Tyrosin
—CHy~(CH)"NH-CH=NH, | (Arg oder R) (Tyr oder Y)
IIQH —CH, OH

2
. . Prolin —CH Tryptophan
HoN-CH-COO (Pro oder P) 2 (Trp oder W)
/
H

Abb. 1-2: Ubersicht iiber die Seitenketten der 20 proteinogenen Aminosiuren [22]
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1.2.2. Aufbau von Proteinen

Die Proteine gehdren neben den Kohlenhydraten, Lipiden und Nukleinsduren zu den Grundbau-
steinen einer jeden Zelle. Proteine stellen Polypeptide dar, deren Monomere die Aminosduren
sind.

Beschreiben lassen sich Proteine aufgrund ihrer Strukturen (Abb. 1-6). Durch die Reihenfolge der
einzelnen Aminosduren (Aminosduresequenz) in einem Protein ist dessen Primirstruktur
definiert. Zur Ausbildung dieser Aminosdurenkette kommt es durch die Kondensationsreaktion
zwischen einer a-Carbonylgruppe und der a-Aminogruppe der jeweils ndchsten Aminosdure
(Abb. 1-3). Die entstehenden Peptid-Bindungen zwischen den Aminosduren sind durch Resonanz-
strukturen stabilisiert und erlauben keine freie Rotation der Substituenten mehr
(Abb. 1-4, Abb. 1-5) [1].

2

H,N— CC N c c\ r~|4 g (\:
R MR O-H TN C
. | I
Abb. 1-3: Peptid-Bindung [23] R1 H H D

ftﬁﬁ : o]

,-"'C“'-.N.--"‘C — [:..-"'C'H.N..-"'C
H H E H

Abb. 1-5: Mesomerie der Peptid-Bindung [24]

Aufgrund dieser Einschrinkung hinsichtlich der rdumlichen Anordnung kommt es bei geeigneter
Aminosduresequenz zur Ausbildung gréBerer Strukturen in Form einer rechtswendligen
Schraube (Helixstruktur) oder durch Zusammenlagerung mindestens zweier Ketten zu einem
ebenen Gebilde (Faltblattstruktur). Neben diesen beiden bekanntesten Strukturen gibt es noch
weitere Moglichkeiten zur Ausbildung der Sekundérstruktur. Allen gemeinsam ist die
Stabilisierung der Strukturen durch Wasserstoftbriickenbindungen. Faserproteine zeigen dieses
Bauprinzip aus Helices und Faltblattstrukturen. [1].

Globulédre Proteine weisen wegen ihrer kugelformigen Gestalt auch Tertidrstrukturen auf.
Diese werden durch die rdumliche Anordnung von Schrauben und Faltblattstrukturen zueinander
innerhalb einer Molekiilkette definiert. Zur Stabilisierung der Tertidrstruktur treten neben
Wasserstoffbriickenbindungen (hauptséchlich fiir die Sekundarstruktur) lonenbindungen, charge-
transfer-Komplexe oder kovalente Bindungen wie Disulfid-, Ester- oder Sdureamidbindungen
auf. Bei wasserloslichen Proteinen sind die Aminosduren mit geladenen oder polaren Gruppen
nach auBen gewandt, wihrend die Aminosduren mit apolaren Gruppen einen hydrophoben
inneren Kern bilden [1].

Unter der Quartirstruktur versteht man schlieBlich die rdumliche Anordnung mehrerer
identischer oder verschiedener Peptidketten in einem globuldren Protein zueinander. Die
einzelnen Peptidketten bilden in dem Gesamtprotein sogenannte selbstdndige Untereinheiten [1].
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Quartarstruktur Tertidrstruktur Sekundarstruktur
(globuldres Protein)

L]

_a'n--';:l.;';
T
. Ny Fyy .

El o e 5 r"

.1 '

Falthlattstruktur

Primérs truktur .
a—Healix

CLAsp-Pro-Ala-arg-Ser-Tyr-Yal-His-Glu-Phe-Lys-Glyv-Glyv-Asn-Ile. ..
Abb. 1-6: Ubersicht iiber die Proteinstruktur [25]

In dieser Arbeit kamen G-CSF und EPO als Modellproteine zum Einsatz.

Rekombinanter humaner Granulocyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF)

In dieser Arbeit wurde die nicht-glycosilierte Variante des humanen Granulocyten-Kolonie-
stimulierenden Faktors verwendet. G-CSF ist unter dem Wirkstoffnamen Filgrastim als Fertig-
arzneimittel Neupogen® der Fa. Amgen auf dem Markt.

Das Protein Filgrastim besitzt aus klonierungstechnischen Griinden 174 Aminosduren und tragt
zusitzlich Methionin an seinem N-Terminus (Abb. 1-7). In dieser Arbeit wurde G-CSF mit 174
AS ohne N-terminales Methionin eingesetzt. Dieses G-CSF ist 18,8 kDa schwer und wird mittels
E. coli-Zellen gewonnen. Zwischen den Aminosduren 36 und 42 sowie 64 und 74 stabilisieren
zwel Disulfidbriicken die Sekundérstruktur. In Position 17 befindet sich ein ungepaartes Cystein.
Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die 174-Aminosdurenform.

5
I
(Gln) 5
I
¥,

(e 80 o S 90
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Abb. 1-7: Primirsequenz von G-CSF (Filgrastim) in der 175 AS-Form [26]
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Neupogen® ist fiir die Therapie von Neutropenie, einem Mangel an neutrophilen Granulocyten,
zugelassen. Diese tritt bei Chemotherapie oder Zytostatikagabe bei Tumorbehandlung oder nach
Knochenmarkstransplantationen auf [27].

Neben Filgrastim befinden sich zwei weitere G-CSF-Fertigarzneimittel auf dem Markt:

e Lenograstim mit dem Handelsnamen Granocyte® von der Fa. Chugai Pharma ist die
glykosilierte Form des humanen G-CSF und wird aus Ovarial-Zellen des chinesischen
Hamsters (CHO-Zellen) gewonnen [28].

e Pegfilgrastim mit dem Handelsnamen Neulasta®, Fa. Amgen, stellt die Weiterentwicklung
von Neupogen® durch Pegylierung von Filgrastim dar. Durch die Pegylierung kann die
Halbwertszeit von 4 bis 6 Stunden auf 15 bis 80 Stunden verldngert werden [29].

Rekombinantes humanes Erythropoietin (EPO)

In dieser Arbeit wurde Erythropoietin in Form des Wirkstoffs Epoetin-beta benutzt. Dieses ist in
dem Fertigarzneimittel NeoRecormon® der Fa. Roche enthalten.

Durch die Herstellung mittels CHO-Zellen wird ein 34 kDa schweres Glykoprotein aus 165
Aminosduren und einem Kohlenhydratanteil von ca. 40 % gewonnen. An den Aminoséure-
Positionen 51, 65 und 110 sind drei der vier Kohlenhydratketten N-glykosidisch und an Serin in
Position 153 ist die vierte Kohlenhydratkette O-glykosidisch gekniipft.

1 10 @ 2 "
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- K7 150 © 90 k3] o
uo BUUOCGCOOC00 99000090960009%
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RO000 UL EE0COCOMENNOE0 R0 0GOECOE O
® .
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Abb. 1-8: Primérsequenz von EPO [30]

NeoRecormon® ist u.a. zur Therapie von Animie zugelassen [27].

Neben Epoetin beta befinden sich drei weitere EPO Fertigarzneimittel auf dem Markt:

e Epoetin-alfa wird von Janssen Cilag aus CHO-Zellen gewonnen und heif3t als Fertigarznei-
mittel Erypo® [27].

e Darbepoetin alfa wird von Amgen unter dem Handelsnamen Aranesp® vertricben. Das
Protein besitzt 5 Kohlenhydratketten [31].

e Epoetin-delta wird als Dynepo® von Aventis S.A. in den Handel gebracht [32].
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1.2.3. Protein-Instabilitit und auslosende Faktoren

Aufgrund ihres Aufbaus zeigen Proteine zahlreiche Instabilititen, die in chemische und
physikalische Instabilitdten differenziert werden konnen. Bei der chemischen Instabilitit kommt
es durch eine chemische Reaktion zur Verdnderung der Primérstruktur. Dagegen wird bei der
physikalischen Instabilitit die rdumliche Anordnung der Proteinketten zueinander verdndert.
Dies kann reversibel aber auch irreversibel sein. Eine kurze Ubersicht stellt die verschiedenen
Instabilitdtsreaktionen gegeniiber [33-35].

Chemische Instabilitit:

Physikalische Instabilitét:

e Hydrolyse
e Deamidierung e Verlust der Sekundér- und/oder
e Oxidation Tertidrstruktur (Denaturierung)
e Inkorrekte Disulfidbriickenbildung
e Spaltung von Disulfidbriickenbindungen maogliche Folgereaktionen:
e pB-Eliminierung e Dimer-Bildung
e Racemisierung, [somerisierung » Aggregation
e Maillard Reaktion e Prézipitation
e Adsorption an Oberfldchen

Als auslosende Faktoren fiir die genannten Instabilitdtsreaktionen kommen unter anderem in
Frage [34,35]:

Anderung des/r: Zusatz von: Einfluss von:
e pH-Wertes e Metallionen e Temperatur
e Losungsmittels e denaturierenden Reagenzien e Druck

e Jonenstirke e Scherkriften

1.2.3.1. Chemische Instabilitét

e Hydrolyse
Die Sédureamidstrukturen der Peptid-Bindungen in den Proteinen kdnnen sauer und basisch

hydrolysiert werden, wobei ein direkter Zusammenhang zwischen der Hydrolysegeschwindigkeit
und der Konzentration der Hydronium- bzw. Hydroxyl-lonen besteht. Die meisten Peptid-
Bindungen verhalten sich relativ stabil, auBler bei Anwesenheit von Asparaginsdure. Diese wird
bis zu 100 Mal schneller als alle anderen hydrolysiert. Uber eine Succinimid-Zwischenstufe
folgen der Hydrolyse zum einen Racemisierung oder zum anderen Isomerisierung der
Asparaginsdure [22,34].

e Deamidierung
Die Deamidierung ist ein sdure-/basen-katalysierter Prozess. Wahrend der Deamidierung kommt

es unter Abspaltung von Ammoniak zu einer Hydrolyse des Sdureamids zur freien Carbonsdure.
Die Seitenketten von Asparagin bzw. Glutamin sind am meisten von dieser Reaktion betroffen,
wobei Asparagin empfindlicher als Glutamin reagiert. Obwohl Deamidierung eine Hydrolyse-
Reaktion ist, soll es trotz Entfernung des Reaktionsmediums Wasser auch im trockenen Zustand
zu Deamidierung kommen [34-37].
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e Oxidation

Die Seitenketten der Aminosduren Methionin, Cystein, Tryptophan, Tyrosin und Histidin sind
bevorzugte Stellen in Proteinen fiir Oxidation im fliissigen wie im festen Zustand. An den
schwefelhaltigen Aminosduren konnen Oxidationen mit Luftsauerstoff ablaufen. Aus Methionin
wird dadurch Methioninsulfoxid. Durch Oxidation konnen inter- und intramolekulare
Disulfidbriicken gekniipft werden, die zur Bildung kovalenter Aggregate fithren. Proteine, die
ungepaartes Cystein enthalten, sind von der Oxidation stirker bedroht und sollten unter
Stickstoffbegasung hergestellt und verpackt werden. Fiir die Oxidation spielt der Ort der
oxidationsempfindlichen Aminosduren eine grofe Rolle. Sofern sie sich im Inneren des Proteins
befinden, kdnnen sie fiir Oxidation nur teilweise zuginglich sein. Autooxidation, reaktive Sauer-
stoffspezies und Spuren von Metallionen kdnnen weitere Faktoren fiir Oxidation sein [34-37].

e Verinderung an Disulfidbriicken

Disulfidbriicken tragen viel zur Stabilisierung der dreidimensionalen Struktur und somit zur
biologischen Aktivitdt des Proteins bei. In neutraler und basischer Umgebung greifen freie
Thiolgruppen in Form von Thiolationen nucleophil am Schwefelatom bestehender
Disulfidbriicken an. Unter Abspaltung eines Thiolations bildet sich eine neue Disulfidbriicke aus.
Diese Reaktion setzt sich in einer Kettenreaktion fort. Im Sauren wird ein Schwefelatom der
Disulfidbriicke von einem Proton elektrophil angegriffen. Durch Spaltung der Disulfidbriicke
bilden sich eine neutrale SH-Gruppe und ein Sulfeniumkation, welches erneut eine
Disulfidbriicke spalten kann [35].

e Racemisierung, Isomerisierung

Alle Aminosduren mit Ausnahme des Glycin sind chiral und konnen durch basenkatalysierte
Reaktion iiber ein nichtchirales Carbanion in ihr D-Enantiomer umgewandelt werden. Dies kann
einerseits den Verlust biologischer Aktivitét, andererseits eine erhohte Stabilitdt des Proteins und
eine grofere Stabilitdt gegen proteolytische Enzyme zur Folge haben [35,36].

e [-Eliminierung

Bei hohen Temperaturen sowie bei niedrigen Temperaturen und gleichzeitig hohen pH-Werten
erfolgt die Spaltung von Disulfidbriicken durch P-Eliminierung. Cystein, Serin, Threonin,
Phenylalanin und Lysin kdnnen in basischer Umgebung einer P-Eliminierung unterliegen.
Analog der Racemisierung entsteht im ersten Schritt durch Abspaltung des Protons am
o-Kohlenstoff ein Carbanion. Dieses stabilisiert sich bei der B-Eliminierung durch Abspaltung
der am a-Kohlenstoff sitzenden Abgangsgruppe. Diese Reaktion wird in vielen Féllen durch den
pH-Wert, die Temperatur und Metallionen beeinflusst [35,36].

e Maillard Reaktion

Reduzierende Zucker wie z. B. Maltose, Lactose und Glucose konnen mit freien Aminogruppen
unter Ausbildung einer Schiffschen Base reagieren. Die Produkte der sogenannten Maillard-
Reaktion weisen eine Braunfiarbung auf und sind besonders in der Lebensmittel- und Pharma-
industrie von Interesse. Wahrend die Braunfarbung von Backwaren erwiinscht ist, stellt diese bei
einer Proteinformulierung eine ungewtinschte Reaktion dar [38].

In dieser Arbeit kamen in Kapitel 5. ein Maltodextrin (Agenamalt) und eine Oligofructose
(Raftilose) zum Einsatz, die in geringen Mengen reduzierende Zucker wie Glucose und Fructose
enthalten.
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1.2.3.2. Physikalische Instabilitit

e Denaturierung
Unter Denaturierung wird eine Verdnderung der Tertidr- und/oder der Sekundérstruktur durch

Auffaltung verstanden. Durch Temperatur, mechanischen Stress, extreme pH-Werte,
denaturierende Agenzien oder hohe Salzkonzentrationen kann es zu reversibler oder irreversibler
Denaturierung kommen. Die native Proteinstruktur entfaltet sich, wobei die normalerweise im
Inneren des Protein liegenden hydrophoben Seitenketten der hydrophilen Umgebung ausgesetzt
werden. Um diesen thermodynamisch ungilinstigen Zustand zu verringern, lagern sich die
Proteine zusammen und bilden Aggregate aus. Der native Zustand steht mit dem reversibel
entfalteten Zustand im Gleichgewicht. Aus dem entfalteten Zustand kann schlieBlich die
irreversible Aggregation erfolgen.

Der Phaseniibergang von nativer zu entfalteter Struktur wird mit der Schmelztemperatur T,
charakterisiert. Ty, bezeichnet den Mittelpunkt des Phaseniibergangs, bei dem 50 % des Protein-
molekiils entfaltet vorliegt. Der T,,-Wert wird von den Umgebungsfaktoren wie dem pH-Wert
stark beeinflusst [34-36].

e Aggregation
Aggregation ist ein zweistufiger Prozess, wie bei der Denaturierung beschrieben. Da der

entfaltete Zustand thermodynamisch ungiinstig ist, folgt die Bildung von Aggregaten, um die
Anzahl der 16sungsmittel-zugewandten hydrophoben Gruppen zu minimieren.

Aggregation kann sowohl im fliissigen wie im festen Zustand und wéhrend der Zwischenstadien
auftreten. Im festen Zustand spielt dafiir vor allem die Restfeuchte eine grof3e Rolle.

Die Aggregate konnen loslicher und unldslicher Natur sein und aus kovalenten und nicht
kovalenten Bindungen aufgebaut sein [34-36].

e Adsorption
Aufgrund hydrophiler und hydrophober Bereiche reagieren Proteine oberflichenaktiv. Dadurch

konnen sie sich an zahlreichen Oberflichen z. B. Primérpackmitteln oder fliissig/-gasformigen
oder fliissig/festen Grenzfldchen anlagern, und zur Aggregation nach Entfaltung fiihren. Durch
Zusatz von Tensiden wie Polysorbat 80 zur Formulierung wird versucht, die Adsorption zu
vermindern [34-36,38].
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1.2.4. Stabilisierungsmoglichkeiten fiir Proteinarzneistoffe

Basierend auf den oben beschriebenen Instabilititen stehen verschiedene Wege zur
Stabilisierung von Proteinen zur Verfiigung [39]:

e Durch Selektion oder Ersatz labiler Aminosduren kann die intrinsische Stabilitit des Proteins
vergrofert werden [40]. Durch Austausch der beiden Aminosduren Methionin in Position 122
und 127 des G-CSF kann die Stabilitdt unter Erhalt der biologischen Aktivitit verbessert
werden [41].

e Durch chemische Modifizierung in Form von Glykosilierung oder Einfiihrung von wasser-
16slichen Polymeren wie Polyethylenglykol kann die Stabilitit verbessert werden. So
besitzen z. B. die glykosilierte und die pegylierte Form des G-CSF eine hohere Stabilitét als
die benutzte unglykosilierte Variante [42].

e Eine Stabilisierung kann tiber Modifizierung der Formulierung durch Zugabe stabilisierender
Adjuvantien zur Losung erfolgen. Der pH-Wert der Formulierung hat einen entscheidenden
Einfluss auf die Stabilitit der Proteine. G-CSF besitzt bei pH 4 eine hohe Stabilitit. Bei
pH 7-8 verhilt es sich instabil [43,44]. Durch Zusatz von Saccharose kann die Stabilitdt bei
G-CSF-Losungen unter physiologischen Bedingungen verbessert werden [45]. Auf die
Stabilisierung der Formulierung wird in Kapitel 5. besonders eingegangen.

e Aus reaktionskinetischen Untersuchungen mittels der Arrhenius-Gleichung ist bekannt, dass
sich die Reaktionsgeschwindigkeit bei Erhdhung um 10 Kelvin verdoppelt bis vervierfacht.
Durch Erniedrigung der Temperatur sollten die physikalischen, chemischen und mikro-
biologischen Instabilitdtsreaktionen verlangsamt werden konnen. Das Einfrieren der Losung
begrenzt die Stabilisierung des fliissigen Zustandes durch reine Temperaturerniedrigung. Bei
gefrorenen Losungen ist das Auftreten von Kéltedenaturierung moglich [46,47]. Da es beim
Einfrierprozess zur Bildung von ,,unfrozen water kommen kann, muss die Proteinldsung
unter ihren eutektischen Punkt tief genug gefroren werden, bis der feste Zustand erreicht ist.
,unfrozen water* ist problematisch, da nicht der feste Zustand vorliegt und es noch immer in
geringem Umfang zu Instabilitdtsreaktionen kommen kann. Durch den Einfrierprozess kann
es zum pH-shift des Puffers und daraus resultierend zur Aggregation kommen [48,49].
Gefrorene Losungen bringen Schwierigkeiten in ihrer Handhabung mit sich. Mehrfaches
Auftauen und Einfrieren der Formulierung, beginnend von der Portionierung der Bulklésung
in Einzeldosengebinde bis hin zur Anwendung beim Patienten, kann sich negativ auf die
Stabilitdt der Proteine auswirken [50,51].

e Sofern durch Optimierung der fliissigen Zubereitung keine ausreichende Stabilitit erzielt
werden kann, ist die Uberfiihrung der fliissigen Rezeptur in den trockenen Zustand durch
Trocknungsverfahren wie Gefrier-, Vakuum- oder Spriihtrocknung das Mittel der Wahl
[17,52-55].

Nach dieser allgemeinen Ubersicht der Stabilisierungswege fiir Proteine wird auf die
Stabilisierungsmechanismen in wéssrigen Zubereitungen eingegangen.
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1.2.4.1. Stabilisierung von Proteinen in fliissigen, wéssrigen Zubereitungen

Bei Proteinen besteht zwischen der nativen und der denaturierten Form eine
Gleichgewichtsreaktion. Das Gleichgewicht kann durch den Zusatz von Hilfsstoffen zugunsten
der nativen Struktur verschoben werden [56,57]. Dieses Phidnomen der Stabilisierung von
Proteinen in wissriger Losung wurde von Timasheff [56] aufgeklart. Er hatte festgestellt, dass
die Proteindenaturierung beim Einwirken von Stressfaktoren durch den Zusatz von
verschiedenen Hilfsstoffen, z. B. Sacchariden, Glycerol, Polyolen, Polyethylenglykol,
Aminosduren, Methylamine und anorganischen Salzen, verringert werden kann [56,57].

Durch Dialyse wurden die Verteilungsverhiltnisse von Wasser und Hilfsstoffmolekiilen an der
Proteinoberflache untersucht. Anstelle der zu erwartenden stabilisierenden Hilfsstoffmolekiile
iiberwog in der Dialysetasche der Anteil an Wassermolekiilen. Die Proteinoberflache ist somit
von einer groen Zahl von Wassermolekiilen umgeben, wéhrend die Hilfsstoffmolekiile weit-
gehend ausgesperrt sind (preferential exclusion) [56]. Damit lassen sich die Bindungs-
verhéltnisse bei der Gleichgewichtsdialyse v (Menge an Hilfsstoff, die pro Menge Protein
gebunden werden) anhand der folgenden Formel angeben:

Hilfsstoffkonzentration Hilfsstoffkonzentration
innerhalb der Dialysetasche auBBerhalb der Dialysetasche
V=
Proteinkonzentration

Zur Stabilisierung des Proteins und damit zur preferential exclusion des Hilfsstoffs kommt es,
wenn v einen negativen Wert annimmt. Im umgekehrten Fall spricht man von preferential
binding. Es kommt zur Destabilisierung des Proteins (Abb. 1-9) [56].

Das chemische Potential des Proteins und des Hilfsstoffs vergroBBern sich durch preferential
exclusion, und die Entropie nimmt zu [57]. Im Falle einer Denaturierung wichst die Kontakt-
fliche zwischen dem Protein und der Losung an. Analog dazu wiirde sich auch die Fléche
vergrofern, aus welcher der Hilfsstoff ausgeschlossen werden miisste (Abb. 1-10). Da aber stets
die thermodynamisch giinstigste Bedingung angestrebt wird, kommt es nach dem Prinzip von Le
Chatelier zu einem Zuriickdrangen der denaturierten Form zugunsten der nativen Struktur. Die
Moglichkeit zum Ausschluss von Hilfsstoff wird dadurch kleiner und das Protein damit
insgesamt stabilisiert [56,57]. Fiir diese Vorgédnge ist einerseits eine Mindestkonzentration an
Hilfsstoff notwendig, andererseits ist die Stabilisierung durch preferential exclusion durch die
Zunahme an Wechselwirkungen zwischen dem Protein und dem Hilfsstoff begrenzt.
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Abb. 1-9: preferential binding (links) und preferential exclusion (rechts) [56]
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Abb. 1-10: Gleichgewicht zwischen nativer und entfalteter Form [56]

Folgende Mechanismen werden zur Erklarung der preferential exclusion herangezogen [56-591:

1.

Das Protein verhélt sich inert. Die Interaktion zwischen Protein und Hilfsstoff werden einzig
durch die Beschaffenheit der Hilfsstofflosung beeinflusst.

Infolge unterschiedlicher GroBe von Hilfsstoffmolekiil und Wasser konnen die kleinen
Wassermolekiile eine dichtere Oberflichenbedeckung am Protein erreichen als die groferen
Hilfsstoffmolekiile. Es liegt ein sterischer Ausschluss der Hilfsstoffmolekiile vor.

Durch den Hilfsstoffzusatz wird die Oberflichenspannung der Losung verdndert. An der
Grenzfliche zum hydrierten Protein werden die Hilfsstoffmolekiile bevorzugt
ausgeschlossen, und es kommt zu einer Ungleichverteilung in der Losung. Die native Form
des Proteins wird durch Hilfsstoffzusatz stabilisiert, welche die Grenzflichenspannung von
Wasser erhohen.

Die chemische Eigenschaft der Proteinoberfliche bestimmt die Anziehung oder Abstoung
zwischen Protein und Hilfsstofflosung.

Durch AbstoBung der Hilfsstoffmolekiile von der Proteinoberfliche aufgrund gleicher
Ladungen steht an der Proteinoberflaiche mehr Platz fiir Wassermolekiile zur Verfiigung. Das
Protein wird bevorzugt hydratisiert und die native Struktur durch preferential exclusion
stabilisiert.

Hilfsstoffe wie Glycerol werden wegen eines solvophoben Effektes von der Proteinober-
fliche ausgeschlossen. Der Kontakt zwischen den unpolaren Regionen des Proteins und der
Glycerol-Wasser-Mischung ist entropisch noch ungiinstiger als der Kontakt mit Wasser. Aus
diesem Grund entfernen sich Glycerolmolekiile von der Proteinoberfliche und hinterlassen
eine mit Wasser angereicherte Proteinoberfldche. Glycerol zeigt dieses Verhalten, obwohl es
eine Affinitit zu polaren Regionen der Proteine aufweist.
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1.2.4.2. Stabilisierung von Proteinen in gefrorenen, wissrigen Zubereitungen

Carpenter et al. wiesen anhand von Lactatdehydrogenase und Phosphofructokinase nach, dass
Proteine im gefrorenen Zustand durch die gleichen Hilfsstoffe stabilisiert werden kdnnen, wie in
fliissiger Formulierung [13,60]. Daraus wird geschlossen, dass der gleiche thermodynamische
Mechanismus der preferential exclusion im gefrorenen Zustand analog dem fliissigen wirksam
ist. Es kann aber nicht generell daraus abgeleitet werden, dass von der Proteinoberfliche ausge-
schlossene Hilfsstoffe zu einer grundsdtzlichen Stabilisierung der Proteine wéhrend des
Einfrierens fiihren [61]. Zucker, Polyole, Aminosduren, Salze und Polyethylenglykol sind
Beispiele fiir Hilfsstoffe, die zur Cryoprotektion geeignet sind [12,61-63].

1.2.4.3. Stabilisierung mittels Trocknungsverfahren

Um Proteine fiir eine Langzeit-Lagerung zu stabilisieren, ist die Entfernung des Losungsmittels
das Mittel der Wahl. Allen Trocknungsverfahren ist die Umwandlung des Aggregatszustands des
Wassers vom fliissigen oder festen Zustand in den gasformigen gemeinsam (Abb. 1-11). Die
Entfernung von Wasserdampf aus dem System fiihrt zur Trocknung. An der Oberfliche von
festen, d.h. gefrorenen und fliissigen Zubereitungen besteht zum gasformigen Zustand ein
Gleichgewicht. Pro Zeiteinheit gehen genau so viele Molekiile in die Gasphase wie zuriick. Der
Wasserdampfdruck ist damit gleich dem Séattigungsdampfdruck. Bei der Trocknung wird dieses
Gleichgewicht durch Entfernen von Wasser gestort. Das System versucht, durch stdndiges
Sublimieren bzw. Verdunsten/Verdampfen wieder den Gleichgewichtszustand zu erreichen. Die
treibende Kraft fiir die Trocknung ist die Dampfdruckdifferenz.

Die stetige Abnahme des Losungsmittels wihrend des Trocknungsvorganges kann durch Zufuhr
von Energie und durch zusétzliches Anlegen eines Vakuums beschleunigt werden.

pk=2210"¢t-——"""A
" kritischer
[ @ fliissig i Punkt
DI'Lle p schmelzen Verdampfen @ i
Pa l
(P2) fest :
b |
pr= 6,110 ;\ Tripelpunkt |
. gasférmig i
Tr= 273,16 Tk = 647,3
(0,01 °C)

Temperatur T (K)——
@ Sublimationskurve

@ Schmelzkurve
@ Dampfdruckurve

Abb. 1-11: Phasendiagramm des Wassers [64]
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Einteilung von Trocknungsverfahren und Trocknertypen [65]

Nach der Energiezufuhr

e Konvektionstrocknung (Gasstrom)

e Kontakttrocknung (beheizte Fliache)

e Strahlungstrocknung (Infrarot, Mikrowellen)

Nach dem Phaseniibergang des Wassers

e Verdampfung (Sieden von Wasser)

e Verdunstung (Verdunstung von Wasser)
e Sublimation (Verdunstung von Eis)

Nach dem Bewegungszustand des Produkts

e Ruhendes Bett (z. B. Trockenschrank)

e Bewegtes Bett (mechanisch: Nauta Mischer/Trockner)
(pneumatisch: Spriihtrockner, Wirbelschicht)

Nach dem Betriebsdruck (Normaldruck / Vakuum)

Nach der Arbeitsweise (chargenweise / kontinuierlich)

Nach konstruktiven Merkmalen (Walzen-, Trommel-, Schranktrockner usw.)

Das am hiufigsten zur Stabilisierung von Proteinen verwendete Trocknungsverfahren ist die
Gefriertrocknung [46,66,67]

Wie Mattern zeigen konnte, ist es aber auch mit der Vakuumtrocknung moglich, dquivalente
Trocknungsergebnisse zu erzielen [17-20].

Die Spriithtrocknung erreichte in den letzten Jahren eine immer groere Anwendung zur
Herstellung leichtloslicher Protein-Hilfsstoffpulver [54,55,68-70]. Trotz Ausnutzung der
Verdunstungskélte zum Schutz des Proteins kommt es dabei zu Instabilititen in Form von
Aggregation, Adsorption und Denaturierung.

1.2.4.3.1. Gefriertrocknung
Die herkdmmliche Gefriertrocknung unterteilt sich in drei Teilschritte [46,66,67]:

1. Einfrieren: Die zu trocknende Losung wird wéhrend des Einfrierens in den
vollstindig festen Zustand Ttberfiihrt, wobei auf die Abwesenheit
verbliebener fliissiger Bereiche (Fliissigkeitsnester) zu achten ist.

2. Haupttrocknung: ~ Durch Wirmezufuhr und Vakuum wird das zu Eis gefrorene Wasser
durch Sublimation entfernt.

3. Nachtrocknung: SchlieBlich wird nicht als Eis auskristallisiertes, gebundenes Restwasser
bei erhohter Plattentemperatur aus dem vorgetrockneten Produkt
abtransportiert.
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Wihrend des Einfrierschrittes kommt es durch Eisbildung zur Aufkonzentrierung der in der
Losung befindlichen Stoffe (freeze concentration) [14,71,72]. Ist die Loslichkeitsgrenze erreicht,
erfolgt Auskristallisation des Hilfsstoffes neben Eis.

Aufgrund unterschiedlicher Loslichkeiten von Hilfsstoffen, vor allem Puffersalzen, kann es in
der sich auftkonzentrierenden Losung zu pH-Verschiebungen (pH-shift) kommen [49,73]. Diese
Verdnderungen des Milieus bedeuten Stress fiir das Protein. Es kann mit Denaturierung,
Aggregatbildung und Ausfillung reagieren.

Bestimmte Hilfsstoffe kristallisieren wihrend des Einfriervorgangs nicht aus, sondern neigen zur
Ubersittigung. So erstarren schlieBlich Hilfsstoff und Wasser im amorphen glasartigen Zustand.
Sie unterliegen daher einem anderen Verhalten wihrend der Aufkonzentrierung [49].

Die Losung durchlduft wihrend des Einfrierprozesses die Stadien vom fliissigen zum
sirupartigen Aussehen bis hin zu einem viskosen, elastischen rubber. Im néchsten Schritt ergibt
sich bei weiterer Abkiihlung innerhalb eines engen Konzentrationsintervalls ein sprunghafter
Anstieg der Viskositét (Abb. 1-12). Es entsteht ein sprodes, festes Glas. Der Temperaturbereich, in
dem dies geschieht, wird als Glasiibergangstemperatur T, bezeichnet und lésst sich mit Hilfe der
Differentialthermoanalyse bestimmen. Bei T,  liegt neben dem amorphem Hilfsstoft das Wasser
in vollkommen ausgefrorenem Zustand vor.

Die Temperatur, bei der es zur Umwandlung einer glasig erstarrten trockenen Schmelze in einen
zdh viskosen Zustand und umgekehrt kommt, wird im Unterschied zur Umwandlung einer
Losung in den amorphen Zustand als Glasiibergangstemperatur T, bezeichnet [49,73-75]. Je
hoher der Anteil an Hilfsstoff und damit je geringer der Anteil an Wasser in der Mischung ist,
desto hoher ist auch der T,-Wert [17].

&l

Unsaturated
40 solution

[

Ice + solution

Super-
saturated
solution

Temperature / °C

-1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

wl % Sucrose
Abb. 1-12: Zustandsdiagramm fiir das System Wasser/Saccharose [76]

Der amorphe Zustand besitzt eine hohe Viskositit (>10' Pas), weshalb die Molekiilbewegung
auch als kinetisch eingefroren bezeichnet werden kann. Chemische Reaktionen und Wechsel-
wirkungen zwischen dem Protein und Hilfsstoffen sind zwar noch moglich, sie kommen aber
wegen der hohen Viskositdt zum Erliegen.
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Im kristallinen Zustand sind Wechselwirkungen nicht mehr méglich, da der Ordnungsgrad sehr
hoch ist. Eine Molekiilbewegung tritt in noch geringerem Umfang als bei amorphen Stoffen auf.
Wegen der groflen Oberfliche besitzen amorphe Zubereitungen eine hohe Loslichkeit und auch
eine hohe Adsorptionsneigung fiir Wasser. Die Loslichkeit kristalliner Verbindungen ist durch
die rdumliche Anordnung dazu im Vergleich viel geringer. Bei der Wasseraufnahme besteht eine
méfBige Tendenz zur Adsorption an der Oberfliche der Kristalle. Zur Stabilisierung von
Proteinen sind besonders amorphe Geriiste geeignet [8,13,14]. Im Unterschied zu einem
kristallinen Geriist besitzt der ungeordnete amorphe Zustand eine stabilisierende Wirkung
[15,77]. Bei kristallinen Hilfsstoffgeriisten liegen die einzelnen Phasen nebeneinander vor, und
eine Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den Hilfsstoff- und Protein-Molekiilen ist
unmdglich. Amorphe Zubereitungen liegen in einem metastabilen Zustand vor. Thre Existenz ist
stets durch die Umwandlungstendenz in den stabilen, kristallinen Zustand bedroht [49].

1.2.4.3.2. Vakuumtrocknung

Durch Verdunstung von Wassers aus einer Losung entsteht bei der Vakuumtrocknung ein
getrocknetes Produkt. Unter vermindertem Druck ist die Verdunstungsrate des Wassers erhoht,
da durch das Senken des Gesamtdrucks der Ubergang aus der fliissigen Phase erleichtert wird.
Da die Verdunstung ein endothermer Vorgang ist, muss fiir einen kontinuierlichen Trocknungs-
vorgang streng darauf geachtet werden, dass die zugefiihrte Energie gleich der aufgenommenen
Energie ist. Auch bei der Vakuumtrocknung liegt ein durch Wérmezufuhr und Wasserdampf-
entfernung gezielt gestortes Ungleichgewicht vor, bis der Trocknungsvorgang beendet ist
[72,74]. Wird mehr Energie zugefiihrt, kommt es zum Sieden der Losungen, im umgekehrten
Falle kiihlen sich die Proben wegen der auftretenden Verdunstungskilte ab, bis sie schlieBlich
gefrieren.

Bei der Vakuumtrocknung kommt es durch Entfernen des Wassers zur stetigen
Aufkonzentrierung der Losung bis die Loslichkeitsgrenze der Hilfsstoffe erreicht ist und sie
auszukristallisieren beginnen. Der Hilfsstoff kristallisiert solange aus, bis kein Wasser zur
Losung des Hilfsstoffes mehr vorhanden ist. Setzt man auch hier nichtkristallisierende Hilfs-
stoffe wie Kohlenhydrate und Polyole ein, bildet sich ein ,,rubber®, wie es bei der Gefrier-
trocknung beschrieben wurde [8]. Die Kohlenhydrate und Polyole konzentrieren sich wihrend
der Trocknung immer weiter auf, die fliissige Losung wandelt sich iiber sirupartig in einen
viskos elastischen rubber um, der schlielich zu einer amorphen, glasartigen Schmelze erstarrt.
Der Konzentrationsanstieg geht mit einem Anstieg der Viskositdt einher, die wiederum die
Mobilitdt der Molekiile zunehmend einschrinkt und die Bildung von Nuclei (Kristalli-
sationskeime) und Kristallen unterdriickt [8,73].

Mattern konnte zeigen, dass zur Stabilisierung von Proteinen mit Hilfe der Vakuumtrocknung
nicht nur Kohlenhydrate und Polyole geeignet sind, sondern dass auch mit kohlenhydratfreien
Aminosdure-Mischungen eine Stabilisierung moglich ist [16,17,78].

Bei der Vakuumtrocknung muss der Zustand des rubber auf dem Weg zum glasig erstarrten
amorphen Zustand durchquert werden. Die Temperatur fiir den Vakuumtrocknungsprozess liegt
im Unterschied zur Gefriertrocknung nicht unterhalb des T,". Der rubber-Zustand ist in doppelter
Hinsicht problematisch:
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1. Der rubber-Zustand ist ungiinstig, da er sich durch einen hohen Restwassergehalt im Produkt
auszeichnet. Der erfolgte Viskositéitsanstieg reicht noch nicht aus, die Mobilitit der Molekiile
so stark einzuschrinken, dass Abbaureaktionen vermieden werden konnen. Die Anndherung
der Molekiile durch die Aufkonzentrierung erhoht zugleich die Wahrscheinlichkeit der
Reaktion zwischen den Molekiilen [73].

2. Aufgrund des physikalischen Zustands dauert der Diffusionsprozess aus dem rubber relativ
lange Zeit an. Das Restwasser wird im rubber formlich festgehalten. Grund fiir die schlechte
Entfernbarkeit des Wassers ist eine geringe Oberfldche, aus der das Wasser in die Gasphase
iibergehen kann. Fiir das nachdiffundierende Wasser bestehen lange Diffusionswege durch die
hochviskose Masse.

Um zu Produkten mit geringem Restwassergehalt zu gelangen, ist es von groBiter Wichtigkeit,
den Zustand des rubber mdglichst schnell zum amorphen Zustand zu durchqueren [73]. Bei der
Spriihtrocknung wird dies durch Oberflichenvergroferung und Trocknung von Trépfchen
erzielt. Durch den Zusatz von kristallbildenden Hilfsstoffen kann die Ausbildung
amorpher/teilamorpher Strukturen bei der Vakuumtrocknung beschleunigt und der rubber gestort
werden. Wihrend der Aufkonzentrierung erreichen kristallbildende Hilfsstoffe ihre Sattigungs-
konzentration und kristallisieren nachfolgend aus. Die verbleibende Losung konzentriert sich
weiter auf und kann sich schlieBlich amorph auf den Kristallen abscheiden. Die Diffusions-
strecke fiir das Wasser wird durch das Aufziehen der zu trocknenden Stoffe auf die grofle Ober-
flaiche der gebildeten Kristalle der Hilfsstoffe verkiirzt. Durch die geringere Diffusionsstrecke fiir
das Wasser und die groBBere Oberfliche verkiirzt sich die Trocknungszeit. Mattern stellte fest,
dass besonders durch Verwendung von Phenylalanin als kristallbildendem Hilfsstoff es erst
moglich war, trockene Produkte mit einer Restfeuchte kleiner 2 % zu erzielen.

Welche Problematik der rubber-Zustand bei der Vakuumtrocknung besitzt, wird anhand von
Versuchen aus der Literatur deutlich. Bei diesen Versuchen wurden keine kristallisierenden
Hilfsstoffe der Rezeptur zugesetzt. Miller et al. trockneten LDH in Trehalose/Borat-Rezepturen
im Vakuum und erzielten Restwassergehalte von 3-7 %. Der korrespondierende T, war mit
40-60 °C sehr viel niedriger als der T, von ca. 110 °C der gefriergetrockneten Proben [18].
Uritani et al. bestédtigen einen schiitzenden Effekt von Disacchariden wihrend der Vakuum-
trocknung von Restriktionsendonuklease. Auch nach 30 h Vakuumtrocknung konnten die Proben
nicht aus dem hochviskosen, feuchten Zustand in trockene Produkte mit niedriger Restfeuchte
iberfilhrt werden [19]. Rossi erhielt nach 24 h Vakuumtrocknung mit verschiedenen
glasbildenden Hilfsstoffen nur hochviskose Massen mit hoher Restfeuchte [20].

Neben diesen Arbeiten gibt es weitere Literaturstellen zur Vakuumtrocknung von Proteinen.
Ihnen allen ist gemeinsam, dass die Proben mittels Vakuumtrocknung getrocknet und auf
Stabilitdt untersucht wurden. Eine Charakterisierung der Proben hinsichtlich Restfeuchte
und/oder T, fehlt vollstindig.

Gibson nutzte Vakuumtrocknung zur Herstellung von analytischen Tests mit Enzymen. Die
Enzyme, die zusammen mit verschiedenen Hilfsstoffen getrocknet wurden, zeigten eine grof3ere
Lagerstabilitdt als die ohne Hilfsstoffzusatz [79]. Conrad verwendete eine Trehalose/Borat-
Rezeptur zur Stabilisierung von Lactobacillus acidophilus [80]. Der Erhalt an Aktivitit war bei
den vakuumgetrockneten Proben sehr viel niedriger als bei den gefrorenen bzw. gefrierge-
trockneten Proben. Dies ist vermutlich auf den hohen Restwassergehalt zuriickzufiihren, iiber
den keine Angaben gemacht wurden. Bieganski trocknete einen rekombinanten Retrovirus mit
Trehalose im Vakuum [81]. Cerrutti erforschte die Stabilitidt von Béckerhefe in Abhingigkeit
vom intra- und extrazelluldren Gehalt an Trehalose bei der Vakuumtrocknung [82].
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Sharma untersuchte fliissige, aufkonzentrierte und vakuumgetrocknete Proben von IFN, um
mittels Fluoreszenzspektroskopie die Tertidrstruktur in den unterschiedlichen Zubereitungs-
formen zu charakterisieren [83]. Die Spektren von fliissigen und vakuumgetrockneten
Zubereitungen wiesen keinen Unterschied auf. Daraus konnte abgeleitet werden, dass es zu
keiner Verdnderung der Tertidrstruktur gekommen ist. Bullifent trocknete Salmonellen Vaccin-
vektoren in Anwesenheit von Trehalose im Vakuum. Nach 6 Wochen Lagerung bei 37 °C konnte
kein Verlust an Lebensfdhigkeit beobachtet werden. Auch bei diesen Arbeiten wurde die
Vakuumtrocknung nur als Herstellungsverfahren benutzt, und der Vergleich der Restfeuchten
mit anderen Trocknungsverfahren fehlt [84].

Die Trocknungsgeschwindigkeit und damit auch die spezifische Oberfliche des zu trocknenden
Produktes lassen sich durch die Wahl geeigneter Prozessparameter, z. B. Temperatur,
Kammerdruck, Konzentration, bzw. Zusammensetzung und Menge der Hilfsstoffe wie bei der
Gefriertrocknung beeinflussen.

Wie man aus der Clausius-Clapeyronschen Gleichung entnehmen kann, steigt der Dampfdruck
exponentiell mit der Temperatur an, da die Molekiile mit steigender Temperatur immer mehr
Freiheitsgrade fiir den Ubergang in den gasformigen Zustand erlangen [85]. Die Verdunstungs-
rate kann durch hohe Temperatur beschleunigt und die Trocknungszeit damit verkiirzt werden.
Diese Tatsache wird allerdings durch folgende Punkte begrenzt:

Die gezielte und kontrollierte Zufuhr groler Warmemengen ist aufgrund der Gefahr von Siede-
verzug schwierig steuerbar. Ein Sieden der Probenldsung ist zum einen wegen der Gefahr von
Dosisschwankungen durch Verspritzen der Losung und zum anderen wegen der thermischen
Belastung der Proteine zu vermeiden. Wéhrend der Trocknung kommt es am Ort der
Verdunstung durch die Verdunstungskdlte zum Schutz des zu trocknenden Produkts [17].
Allerdings erhoht sich durch Zunahme der Dicke der getrockneten Schicht der
Stromungswiderstand des Produkts flir das nachdiffundierende Wasser aus tieferen Schichten
[86]. Die Verdunstungskidlte muss daher so gro3 sein, dass sie sowohl fiir den Ort der
Verdunstung, als auch fiir die bereits entstandene trockene Schicht ausreicht. Damit es zu keinen
Abbaureaktionen an den zu trocknenden Proteinen kommt, ist es daher wichtig, anfangs mit viel
Energie die Trocknung zu beginnen und dann die Wérmezufuhr zur Vermeidung von
Instabilitdtsreaktionen zu reduzieren. Bereits getrocknete Bereiche konnten sonst durch die hohe
Zufuhr von Wirme Abbaureaktionen zeigen. Die Trocknung erfolgt auch bei der
Vakuumtrocknung anfangs schnell und lauft dann sehr langsam in einem Plateau aus [87].

Bei der Gefriertrocknung werden fiir die Sublimation 2760 J/g Wasser benétigt, wohingegen bei
der Vakuumtrocknung fiir die Verdunstung nur 2430 J/g Wasser aufgewendet werden miissen.
Mit der gleichen Energiemenge kann also theoretisch mit der Vakuumtrocknung schneller auf
niedere Restwassergehalte getrocknet werden [8,73].

Beim Einsatz gleicher Energiemengen kann bei der Vakuumtrocknung schneller der rubber
erreicht und durchquert werden, da pro Zeiteinheit mehr Wasser entfernt wird [8,8,73]. Diese
Tatsache wird durch die zumeist weniger pords entstehende Oberfliche und den damit ldngeren
Diffusionsweg fiir das Wasser eingeschriankt [17].

Die Vakuumtrocknung besitzt gegeniiber der Gefriertrocknung mehrere Vorteile. Durch Wegfall
des Einfrierschrittes und durch eine verkiirzte Trockenzeit zeichnet sich die Vakuumtrocknung
durch einen geringeren Energieverbrauch aus [8,73]. Einfrierempfindliche Stoffe kénnen ohne
Einfrierstress getrocknet werden.
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1.2.4.3.3. Stabilisierung von Proteinen in getrockneten Zubereitungen

In wéssrigen Losungen konnen Proteine durch Zusatz von Hilfsstoff iiber preferential exclusion
stabilisiert werden. Eine Erkldrung der Stabilisierung von Proteinen in getrockneten, nahezu
wasserfreien Systemen ist mit preferential exclusion nicht mdéglich. Es wird versucht, die
Stabilisierung im trockenen Zustand mit einer Reihe anderer Mechanismen zu beschreiben.

Bei der Stabilisierung von Proteinen in getrockneten Zubereitungen ist prinzipiell zwischen der
Stabilisierung wahrend des Trocknungsprozesses und wéhrend der Lagerung zu unterscheiden.
Beide Bereiche lassen sich mit verschiedenen Mechanismen und Theorien erldutern, wobei aus
einigen Vorgidngen wihrend der Trocknung weitere Ansatzpunkte fiir die Stabilisierung
abgeleitet werden konnen. Dabei lésst sich diese nicht mit einem Mechanismus alleine erkldren,
sondern es kommt zu einer Uberlagerung mehrerer stabilisierender Prozesse. Die drei
wichtigsten Stabilisierungs-Mechanismen sind in der Ubersicht hervorgehoben.

e Entzug von Wasser hat stabilisierenden Effekt; Wasser als Rektionsmedium ist entfernt.
»glassy state*: amorphe Umgebung mit sehr hoher Viskositét, glinstig zur Stabilisierung von
trockenen Protein-Zubereitungen. Es kommt zur Erhéhung des T, der festen Formulierung.

e water replacement theory: Austausch von Wasser- gegen Hilfsstoffmolekiilen an der
Proteinoberfliche und Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen Hilfsstoff und
Protein

e physikalische Separierung von Proteinmolekiilen

Der einfachste Ansatz zur Erkliarung der hoheren Stabilitit des trockenen gegeniiber dem
flissigen Zustand beruht auf der Tatsache, dass Wasser in den wiéssrigen, fliissigen
Zubereitungen als Reaktionsmedium fungiert. Bei Anwesenheit von Wasser kann es leichter zu
chemischen wie physikalischen Instabilititen kommen. Allerdings ist es nicht so, dass der
kleinste Restwassergehalt immer auch zur groBten Stabilitdt fiihrt [88-90]. Proteine bendtigen ein
Minimum an Wasser neben stabilisierenden Hilfsstoffen, die mittels Wasserstoffbriicken-
bindungen mit dem Protein interagieren [91,92]. Durch Ubertrocknung kann in bestimmten
Fallen Aggregation induziert werden, ebenso wie durch zu geringe Trocknung.

Sowohl bei Gefrier- als auch Vakuumtrocknung wurde bereits auf die stabilisierende Wirkung
des amorphen glasartigen Zustands und die Immobilisierung des Proteins in der Hilfsstoffmatrix
aufgrund der extrem hohen Viskositit der trockenen Zubereitung hingewiesen. Die Proteine
werden in dem amorphen Gertist, das sich wiahrend der Trocknung ausbildet, kinetisch fixiert.
Molekiilbewegungen kommen vollig zum Erliegen [93,94]. Als Voraussetzung fiir die Protein-
stabilisierung muss der Hilfsstoff neben der chemischen Inertheit und einer hohen Glasbildungs-
eigenschaft die Féhigkeit zu molekularen Wechselwirkungen mit den zu stabilisierenden
Proteinen besitzen. Je hoher der T,-Wert, desto hoher ist die Viskositdt der getrockneten
Zubereitung. Ziel der Trocknung ist es, das Protein aus der in der fliissigen Phase durch
preferential exclusion stabilisierten Form durch Anwesenheit eines geeigneten Hilfsstoffs
(Disaccharide,..) in eine lagerfihige, stabile Trockenform zu bringen [8,14]. Proteine konnen
durch den Zusatz von Hilfsstoffen stabilisiert werden, indem der T, der trockenen Zubereitung
im Vergleich zur hilfsstofffreien Rezeptur erhoht wird [95]. Besonders gilt dies bei der
Verwendung von Polymeren, die wegen ihres Molekulargewichtes einen hohen T, besitzen und
deren T, linear mit der Zunahme ihres Molekulargewichtes ansteigt. Roos beobachtete dieses
Verhalten bei PVP und Maltodextrin; letzteres wurde in dieser Arbeit in Kapitel 5. benutzt [96].
Yoshioka zeigte an Dextran und Gammaglobulin einen direkten Zusammenhang zwischen der
Stabilitdt und dem Molekulargewicht [7]. Der T, der trockenen Formulierung soll mindestens
40 °C fiir die Lagerform betragen, um einen Sicherheitsabstand zwischen der Lagertemperatur
und der Glasiibergangstemperatur zu besitzen [73]. Hancock et al. stellten selbst 50 Kelvin
unterhalb von T,-Werten noch molekulare Mobilitdt in amorphen Zubereitungen fest, so dass aus
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dieser Beobachtung ein groBerer Sicherheitsabstand geeigneter zur Verhinderung von
Instabilitdten wére [97]. Ein weiterer Gesichtpunkt ist die Verhinderung der Auskristallisation
des Hilfsstoffes wéhrend der Lagerung. Dies kann durch Aufnahme von Feuchtigkeit durch das
trockene Produkt und der damit resultierenden Absenkung des T, induziert werden. Wie oben
dargestellt, besitzt die amorphe Umgebung durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
einen stabilisierenden Effekt auf das Protein. Geht diese durch Kristallisation verloren, erniedrigt
sich automatisch die Stabilitdt. Durch Auswahl nichtkristallisierender Hilfsstoffe oder die
Kristallisation inhibierende Zusédtze kann dies verhindert werden. Eine reine Mannitol-
Formulierung fiihrte zu Aggregation von IL-6 durch Auskristallisation [11]. In Anwesenheit von
1 % PEG trat erst ab einer Konzentration von 10 mM Mannitol eine erniedrigte Aktivitét bei den
Enzymen LDH bzw. PFK auf [12].

Neben der Stabilisierung des Proteins durch den amorphen Zustand gibt es zwei weitere wichtige
Ansitze zur Erklidrung der Stabilisierung im trockenen Zustand. Die water replacement theory
und die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen sind dabei eng miteinander verkniipft.
Aufbauend auf die Beobachtung und Entdeckung, dass Organismen in der Lage sind, durch
Erhohung der intrazelluliren Disaccharidkonzentration Trockenphasen zu {iberdauern [98],
formulierten Carpenter und Crowe die water replacement theory [99]. Die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken zwischen den Zuckermolekiilen und den polaren Gruppen des Proteins
stabilisiert die Proteine in ihrer nativen Form [89,100]. Die Theorie konnte durch FTIR-
Messungen an mit/ohne Hilfsstoff getrockneten Proteinen, bzw. reinen getrockneten
Hilfsstoffproben bestétigt werden [101]. Der Hilfsstoff tritt wéhrend der Trocknung an die Stelle
des Wassers und ersetzt die durch die Trocknung schwindende Hydrathiille des Proteins durch
Wasserstoffbriicken. Das labile Protein kann so in seiner nativen Form stabilisiert werden.
Ahnlich wie bei der preferential exclusion spielt auch bei der water replacement theory die
Molekiilgrofle fiir das Maf3 der Stabilisierung eine wesentliche Rolle. Aus sterischen Griinden
verringert sich mit steigendem Molekulargewicht der Kohlenhydrate die Moglichkeit zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen. Daraus ergibt sich, dass Disaccharide ein hohes
Stabilisierungspotenzial besitzen und Polysaccharide weniger zur Stabilisierung beitragen
konnen [56]. Entscheidendes Kriterium fiir die Stabilisierung von Proteinen mit Kohlenhydraten
ist das Erreichen des amorphen Zustands. Nur in diesem koénnen sich die stabilisierenden
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Proteinen und den Kohlenhydraten ausbilden,
wiéhrend es im kristallinen Zustand zum nebeneinander Auskristallisieren von Kohlenhydraten
und Proteinen kommt [15,77].

Ein weiterer Stabilisierungsmechanismus wird mit den Begriffen physikalische Verdiinnung und
Separierung von Proteinmolekiilen beschrieben. Liu stellte fest, dass die Aggregation von
lyophilisiertem BSA im Vergleich zu hilfsstofffreien Rezepturen durch den Zusatz von
Hilfsstoffen wie Kochsalz, Dextran und PEG reduziert werden konnte [102]. Chang beobachtete
dhnliche Stabilisierungseffekte durch den Zusatz von Saccharose bei IL-1ra [103]. Durch den
Hilfsstoffzusatz kommt es zu einer physikalischen Verdiinnung der Rezeptur, woraus eine Tren-
nung der Proteinmolekiile resultiert. Die Mdglichkeiten zu Protein-Protein-Interaktionen wird
durch den Hilfsstoffzusatz erniedrigt. Dadurch erhdht sich gleichzeitig die Stabilitét.
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Eine andere Stabilisierungshypothese basiert auf Hilfsstoff-Wasser-Interaktionen. Costantino
stellte fest, dass die Verhinderung von Aggregation von lyophilisiertem rHA in direkter
Beziehung zur aufgenommenen Wassermenge des Hilfsstoffes bei Lagerung bei 96 % r.F. lag
[104]. Als Mechanismus wird aus diesen Ergebnissen geschlossen, dass die Stabilisierung umso
effektiver verlduft, je groBer die Affinitit des Hilfsstoffes zum Wasser ist. Der Hilfsstoff nimmt
das Wasser auf und verhindert den Zutritt des Wassers zum Protein. Diese Stabilisierungs-
methode ist aber nur begrenzt anwendbar und setzt voraus, dass das Protein sich nicht sehr
feuchtigkeitsempfindlich verhilt. Da das aufgenommene Wasser als Weichmacher in amorphen
Strukturen fungiert, ist diese Stabilisierungshypothese zusitzlich kritisch zu bewerten. Bei dieser
vorgeschlagenen Stabilisierungsmethode kommt es zur Uberlagerung mit der glassy-state-theory.

1.2.4.3.4. Einsatz von trockenen Protein-Hilfsstoff-Matrices

Neben verfahrenstechnischen Aspekten und der Stabilisierungsproblematik stellt sich immer die
Frage nach der Einsatzmoglichkeit des hergestellten trockenen Produktes. Durch die Trock-
nungsverfahren kann die Struktur des trockenen Produktes nur teilweise beeinflusst werden.
Verschiedene Einfriergeschwindigkeiten bei der Gefriertrocknung beeinflussen die Porengrofie
des entstehenden Kuchens. Im Vergleich zu vakuumgetrockneten Produkten zeichnen sich alle
gefriergetrockneten Produkte unabhédngig von der Porengréfe durch eine geringe Dichte und
hohe Porositit aus. Aufgrund derer besitzt der Kuchen eine groBe Oberfldche, die zu einer
raschen Losungsgeschwindigkeit fiihrt. Durch den kontinuierlichen Wasserentzug bei der
Vakuumtrocknung konzentrieren sich die Produkte immer weiter auf. Es resultieren Produkte
mit hoher Dichte und geringer Oberfliche. Dies fiihrt zu einer niedrigen Losungs-
geschwindigkeit.

Mehrere Anwendungswege stehen den getrockneten Produkten offen:

e Bisher ist die Standardanwendung die Rekonstitution von Lyophilisaten mit Reinstwasser
kurz vor der Applikation. Trotz einiger Vorteile der Vakuumtrocknung wurde bisher keine
pharmazeutische Zubereitung auf diese Weise hergestellt und zugelassen.

e Aus den trockenen Proteinformen kénnen mit Zusatz von Hilfsstoffen Implantate als Retard-
formulierungen hergestellt werden.

e Lyo-Kuchen lassen sich zu kleinen Partikeln komprimieren. Aus den vakuumgetrockneten
Produkten sind kleine Partikel iiber Vermahlung produzierbar. Die kleinen Teilchen wéren
fiir eine intradermale Applikation mittels nadelfreier Injektion geeignet [105]. Ebenso ist eine
inhalative Applikation mittels Pulver-Inhalatoren denkbar, wobei hierfiir weitgehend die
Spriihtrocknung zur Herstellung angewandt wird [106]. Durch Komprimierung der trockenen
Formen, Tablettierung zusammen mit Hilfsstoffen und anschlieBendes geeignetes Uberziehen
der Tabletten steht der Weg zu oralen Zubereitungen offen [107,108]. Die Herstellung
trockener Produkte zu diesem Zweck wurde nicht verfolgt.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1. Materialien

2.1.1. Proteine

2.1.1.1. Rekombinanter Granulocyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF)

Von Fa. Roche Diagnostics, Penzberg, wurde der Granulocyten-Kolonie-stimulierender Faktor
G-CSF als Geschenk erhalten. Das Protein lag als gefrorene Bulklosung mit 4,2 mg/ml G-CSF in
einem 20 mM Natriumphosphat-Puffer mit pH 4,2 vor und wurde bei — 80 °C gelagert. Die
aufgetaute Bulklosung kam, wie unter Punkt 2.2.2.1. Rezepturherstellung beschrieben, zur
Anwendung.

2.1.1.2. Rekombinantes humanes Erythropoietin (EPO)

Analog dem G-CSF wurde Erythropoietin (EPO) von Fa. Roche Diagnostics, Penzberg, als
Geschenk bezogen. Das Glycoprotein lag als gefrorene Bulklosung mit 2,38 mg/ml EPO in
einem 10 mM NaK,PO, Puffer mit 100 mM NaCl Zusatz bei pH 7,5 vor und wurde bei — 80 °C
gelagert. Die aufgetaute Bulklosung wurde, wie unter 2.2.2.1. beschrieben, verwendet.

2.1.2. Hilfsstoffe
Folgende Kohlenhydrate fanden Anwendung:

KOHLENHYDRAT HERSTELLER

Agenamalt Siidzucker, Mannheim/ Ochsenfurt
Hydroxypropyl-B- Janssen Biotech N.V., Drug Delivery
cyclodextrin Systems (B-Olen)

Isomalt GPM angereichert
Isomalt GPS angereichert
Isomalt ST

Raftiline ST Stidzucker, Mannheim/ Ochsenfurt
Raftilose P 95
Saccharose
Trehalose

Tab. 2-1: Ubersicht iiber die Kohlenhydrate

Nachfolgend werden Aufbau, Eigenschaften und Gewinnung der Kohlenhydrate nédher
charakterisiert.

Agenamalt
Der Handelsname Agenamalt 20222 (AM) bezeichnet ein Maltodextrin mit einem DE von

18-20. Maltodextrine stellen ein Gemisch von Glucose, Di- und Polysacchariden dar, welches
durch partielle Hydrolyse von Stdrke gewonnen wird. Die Abkiirzung DE steht fiir Dextrose-
Aquivalent und gibt den Hydrolysegrad, ausgedriickt als Glucose-Aquivalent, an [109].
Agenamalt ist ein weiles, in Wasser leicht l0sliches Pulver und verhdlt sich schwach
hygroskopisch [109]. Aufgrund der Anwesenheit von Glucose besteht die Moglichkeit fiir
Maillard-Reaktionen.
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Hydroxypropyl-8-cyclodextrin

Cyclodextrine sind cyclische Oligosaccharide, die aus o-1,4 glykosidisch verkniipften
D-Glucopyranosyl-Einheiten aufgebaut sind. Eine groBe Einteilung der Derivate erfolgt durch
die am Ring beteiligten Glucose-Einheiten. Sechs Glucose-Einheiten ergeben die
a-Cyclodextrine, sieben Einheiten die B-Cyclodextrine und acht Glucose-Molekiile bilden die
y-Cyclodextrine. Gewonnen werden Cyclodextrine durch Abbau von Stirke mit dem Enzym
Glycosyltransferase. Durch Derivatisierung der freien Hydroxylgruppen konnen die
Eigenschaften der Cyclodextrine stark modifiziert werden. In dieser Arbeit wurde
Hydroxypropyl-B-cyclodextrin (CD) benutzt [110-115].

Isomalt-Derivate

Isomalt ist die Handelsbezeichnung fiir einen auch als Palatinit bezeichneten Zuckeraustausch-
stoff, der aus Zuckerriiben gewonnen wird. Isomalt stellt ein dquimolares Gemisch aus o-D-
Glucopyranosyl-1,6-sorbit (GPS) und a-D-Glucopyranosyl-1,6-mannit (GPM) dar. Isomalt wird
durch mikrobielle Transglucosidation von Saccharose in Isomaltulose (Palatinose, o-D-
Glucopyranosyl-1,6-fructose) umgewandelt. Diese wird dann chemisch zu dem Gemisch
reduziert (Abb. 2-1). GPM kristallisiert als Dihydrat, wihrend GPS in wasserfreier Form
kristallisiert [116-118]. Isomalt ist eine weille, in Wasser leicht 16sliche und nichthygroskopische
Substanz [119]. Bei den Isomalt Derivaten handelt es sich um nichtreduzierende Zucker-
austauschstoffe, bei denen keine Maillard-Reaktion auftritt.

Die dquimolare Mischung von GPM und GPS heifit Isomalt ST und besitzt 5 % Kristallwasser
[117]. Daneben kam noch GPM bzw. GPS angereichertes Isomalt (GPM : GPS im Verhiéltnis
75:25 oder 25:75) zum Einsatz.

Hydrierung von Isomaltulose

CH,0H CH,OH OH,0H
I
H O H HOCH, ,O0_ H H O H C=0
H H HO-C-H
—_— H-C-OH
OH H 8 H HO OH H . H-C-OH
HO J I Lo I | CH,0H HO O——CH
H OH OH H H OH
Saccharose Isomaltulose
(01— 2) (@1—6)

Enzymatische Umwandlung von Saccharose in [somaltulose

cazon CH,OH CH,OH CH;OH CH,OH CH;OH
HO-C-H  H O H H-C-OH

HO- c H HO-C-H H HO-C-H
H- C OH —» H-C-OH H-C-0OH

-C- H H -C-
H- c OH H-C-OH O H-C-OH

O—CH, 0—CH, HO O0—CH,

H OH
-D-Gl anosido- 0-D-Glucopyranosido-
i ¢ De1fg-‘:3gmit 1,6-sorbit

Abb. 2-1: Zweistufiger Herstellungsprozess fiir Isomalt [120]

Raftiline ST

Raftiline ST ist ein aus Zichorien-Wurzeln durch Extraktion gewonnenes Inulin
(Abb. 2-2). Inulin ist ein hochmolekulares pflanzliches Kohlenhydrat, welches aus 20 bis 30
B-1,2-glykosidisch verkniipften Fructofuranose-Einheiten aufgebaut ist. Das reduzierende Ende
der Kette schliet mit einem Glucosemolekiil ab (Abb. 2-3). Das Produkt setzt sich aus 92 %
Inulin mit einem DP von 10 und 8 % Glucose, Fructose und Saccharose zusammen [121,122].
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Unter dem DP versteht man den durchschnittlichen Polymerisationsgrad eines Molekiils. Er gibt
die Anzahl der Grundbausteine in einem Makromolekiil an. Aufgrund des enthaltenen Mono-
bzw. Disaccharid-Anteils ist das Auftreten von Maillard-Reaktionen méglich.

Production Procoss HOCH 2
O
Partial hydrolysis OH
{enzymatic) Saoinicions HO
HO
HOCH, o @
Chicory roots 5
-17 I L
15 % inulin ? 1 HO ("Hz
e N 0 =
E HOCH, .
HO
@ Glucose o Fructose DP= Degree of Polymerisation CH,0H
J HO
Abb. 2-2: Herstellung von Inulin und Oligofructose [123] Abb. 2-3: Inulin/Oligofructose [124]
Raftilose P 95

Durch enzymatische Partialhydrolyse kann aus Inulin die Oligofructose Raftilose P 95 gewonnen
werden (Abb. 2-2). Das Produkt setzt sich aus 95 % Oligofructose und 5 % Glucose, Fructose und
Saccharose zusammen und besitzt einen DP von 2-7. Auch hier sind Maillard-Reaktionen durch
den Anteil an reduzierenden Zuckern moglich.

Saccharose

Saccharose (B-D-Fructofuranosyl-a-D-glucopyranosid) setzt sich aus Glucose und Fructose
zusammen [109] und wird aus Zuckerriiben gewonnen. Durch die 1—»2 Verkniipfung ist
Saccharose ein nichtreduzierendes Disaccharid, bei dem keine Maillard-Reaktion auftritt.

Trehalose

Trehalose (a-D-Glucopyranosyl-a-D-glucopyranosid) ist ein aus zwei Glucosemolekiilen
aufgebautes Disaccharid. Durch die 1—1 Verkniipfung gehort Trehalose zu den
nichtreduzierenden Zuckern (Abb. 2-4). Trehalose kristallisiert als Dihydrat aus wissriger Losung
aus und ist ein nicht hygroskopischer Zucker. Von Trehalose sind 3 Isomere moglich (Abb. 2-4).
In dieser Arbeit wurde die o-,0-Trehalose benutzt.

CH-,0H OH

CH,0H
0
OH P?(’)‘HQC OH Q
HO o OH ”)
OH
wa-T HO
CH20H
CH,0H OH 0
0 0 OH
OH H0HC HO
HO 0 OH OH
OH a,3-T.
B.A-T

Abb. 2-4: Riumliche Darstellung von den drei méglichen Trehalose-Isomeren [125]
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Neben den oben genannten Kohlenhydraten kamen weitere Hilfsstoffe zum Einsatz:

HILFSSTOFF HERSTELLER

L-Arginin VWR / Merck Eurolab, Ismaning
L-Phenylalanin VWR / Merck Eurolab, Ismaning
Polysorbat 80 Serva, Heidelberg

0-H3PO,4 85 %, Griissing, Filsum

Salzsdure 2N VWR / Merck Eurolab, Ismaning
Natronlauge 2N VWR / Merck Eurolab, Ismaning
NaOH-Plétzchen VWR / Merck Eurolab, Ismaning
Blaugel VWR / Merck Eurolab, Ismaning

Tab. 2-2: Ubersicht iiber die verwendeten Hilfsstoffe (p.a. Qualitit)

Zum Losen der Substanzen wurde Reinstwasser aus der Reinstwasseranlage Pure Lab Plus,
Fa. USF Elga, Ransbach-Baumbach, verwendet.

2.1.3. Reagenzien

Folgende Reagenzien wurden in p.a. Qualitdt bei den analytischen Verfahren eingesetzt und in

Reinstwasser gelost.

REAGENZIEN

HERSTELLER

Karl-Fischer-Titration
Methanol 100 % (wasserfrei)
Hydranal-Composite 2

VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning

SEC und AF4
NazHPO4 * 2H20
NaH2PO4 * HzO
NaOH-Plétzchen
0-H3POy4 85 %,

VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning
Griissing, Filsum

Gel-Elektrophorese
1,4-Dithiothreit (DTT)
Essigsdure (100 %)
Methanol (100 %)
Eichproteine Mark 12
NuPage 10 % Bis Tris Gel
Coomassie Farbungskit
Silber Farbungskit

VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Wasser-Adsorptions-Isotherme
KNO;3

KCl

NaCl

NaNOz

VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning

Protein-Adsorption an Glas
Guanidinhydrochlorid
Natriumdodecylsulfat

VWR / Merck Eurolab, Ismaning
VWR / Merck Eurolab, Ismaning

Tab. 2-3: Tabelle der Reagenzien
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2.1.4. Weitere Materialien

Als Trocknungsgefile wurden unsilikonisierte, farblose 2R-Glasvials (Materialspende
Fa. Roche Diagnostics) mit unsilikonisierten GT-Stopfen benutzt.

Fiir Einlagerungen wurden die Glasvials mit Reinstwasser gespiilt und im Trockenschrank bei
180 °C fiir 30 min hitzesterilisiert.

Fiir die SEC wurden braune Gewindeflaschen (32 x 11,5 mm) mit Teflonsepten, beide von Fa.
VWR / Merck Eurolab, verwendet.

2.2. Methoden
2.2.1. Gerite und Verfahren fiir die Vakuum- und Gefriertrocknung
2.2.1.1. Rotationsvakuumkonzentrator (RVC)

ALPHA-AVE

| e— Y — —
| sns et B ru— ALPHA 1-7
0 — 0 —
0 ) =
| m— — [ smmene——— i —1
——— 0 e e/
[ ———— ——— =
| s— e— [ s— R —
=) O ) O
Zentrifuge Kiihlfalle Vakuumpumpe

Abb. 2-5: Rotationsvakuumkonzentrator (RVC) [126]

Es wurde ein Rotationsvakuumkonzentrator (Alpha-RVC) der Fa. Martin Christ, Osterode,
(Abb. 2-5) benutzt. Die Anlage besteht aus einer Zentrifuge (1300 U/min), einer Kiihlfalle
(minimale Temperatur des Kondensators ca. — 80 °C) und einer Drehschieberpumpe (Modell
DUO 005M, Pfeiffer-Vakuum, Asslar). Der Zentrifugenraum kann durch zwei links und rechts
montierte IR-Lampen bis 60 °C beheizt werden.

Vor Versuchsbeginn bzw. jedem Versuchsteilschritt wurde die Kiihlfalle vorevakuiert, um bei
der Evakuierung der Gesamtanlage schneller das erforderliche Vakuum zu erreichen.

Es wurde mit einem sehr umfangreichen Versuchsplan ein Temperatur-Druck-Programm
entwickelt, mit dem 0,5 ml Rezeptur (siche 2.2.2.1.) sowohl ohne Siedeverzug als auch ohne
zwischenzeitliches Einfrieren getrocknet werden konnten (Tab. 2-4).

Abschnitt Zeit Rotor/- |Temperatur| Vakuum Gesamtlaufzeit
Heizung [min] [im RVC [°C]| [mbar] [min]
1 20 60 20 20
2 60 60 225 80
3 30 60 200 110
4 15 60 150 125
5 15 60 125 140
6 15 60 100 155
7 15 60 50 170
8 15 60 10 185
9 60 60 0,5 245

Tab. 2-4: Trocknungsprogramm RVC
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Wihrend Abschnitt 1 der Trocknung befanden sich maximal 18 2R-Vials im schriaggestellten
Rotor des RVC. In den weiteren Schritten (2 bis 9 des Trocknungsprogramms wurden alle Vials
stehend in dem Zentrifugenraum positioniert (Abb. 2-6).

X 2 X
X X
X 1 X
Lampe Rotor- @ achse Lampe
X 3 X
X X
X 4 X

Abb. 2-6: Positionierung der Vials im RVC
(x =normale Probe, 1 — 4 = Probe zur Untersuchung der ortsabhidngigen Trocknung)

Dieses Standard-Programm wurde bei weiteren Versuchen angepasst. Zum einen wurde die
Temperatur von Abschnitt 3 (Tab. 2-4) an auf 45 °C gesenkt, zum anderen wurde das Vakuum
schneller auf den Maximalwert von 10 bzw. 0,5 mbar abgesenkt.

2.2.1.2. Vakuumtrockenschrank (VTS-1)

Der Vakuumtrockenschrank (VTS-1), der Fa. Heraeus, Hanau, (Abb. 2-7) besitzt eine
Mantelheizung und 2 Alu-Stellflichen, die durch den Kontakt mit dem Mantel beheizt werden.
Die Proben wurden auf der unteren Stellfliche gleichméBig fiir die Trocknung verteilt.

Vor Versuchsbeginn wurde der VTS-1 auf 40 °C temperiert. Dies erfolgte zur besseren
Temperatureinstellung mit Hilfe eines Temperaturdatenloggers (Escort Datenlogger Junior und
der dazugehorigen Software Escort, Kirsch Messtechnik, Kddnitz) und dem im Trockenschrank
befindlichen Thermometer.

Der VTS-1 wurde mit einer Membranvakuumpumpe (Vario Pumpstand mit Membranvakuum-
pumpe PC 2002, mit Vakuumkontroller CVC 2000, Fa. Vaccubrand, Wertheim) evakuiert.

Der Druck wurde auf 75 mbar abgesenkt und dann auf die automatische Siedepunkts-
nachfiihrung umgeschaltet. Es wurde schlieflich ein Druck von 13 mbar erreicht.

Kombination von RVC und VTS-1

Im Kombinationsversuch aus RVC und VTS-1 wurden die Proben im Rotor des RVC bei 22 °C
bis 50 °C aufkonzentriert und dann zur Nachtrocknung bei 40 °C in den VTS-1 {iberfiihrt
(Tab. 2-5).

Trocknung | Probenzug nach min bzw. h:min | Vakuum [mbar]
RVC 7, 14,23, 30, 38 20
88 250
VTS-1 119 200
20:43 50

Tab. 2-5: Kombination von RVC und VTS-1
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Abb. 2-7: Vakuumtrockenschrank VTS-1 [127] Abb. 2-8: IR-Dancer [128]

2.2.1.3. IR-Dancer (IRD)

Der Gerdteautbau des IR-Dancers, Fa. Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen, gleicht dem des RVC,
bestehend aus einer evakuierbaren Kammer, Kiihlfalle und Vakuumpumpe (Abb. 2-8). Anstelle
des Zentrifugenraumes besitzt der IR-Dancer eine Kammer, in der ein Probenrack magnetisch
angetrieben in Vibration gesetzt werden kann. Die Vibration kann stufenlos zwischen
0 und 10 geregelt werden. Bei den Versuchen kamen fiinf verschiedene Einstellungen zum
Einsatz (Tab. 2-6). Beheizt werden kann die Kammer zum einen durch vier IR-Wiarmelampen
und/oder durch einen fest auf 60 °C eingestellten Heizmantel. Ein Teil der Versuche wurde
ohne jegliche Beheizung durchgefiihrt. Bei den anderen Versuchen wurde das Probenrack von
Raumtemperatur (RT) beginnend bis auf 40 °C aufgeheizt und konstant auf 40 °C gehalten
(Tab. 2-6). Alle Probenvials wurden ohne aufgesetzten Stopfen verwendet.

Vakuumprofil
Der IR-Dancer wurde mit der Membranvakuumpumpe evakuiert. Solange die Proben noch

fliissig waren, wurde auf ca. 220 mbar bis 120 mbar evakuiert. Dann wurde die Pumpe auf die
automatische Siedepunktsnachfiihrung umgeschaltet, die selbststindig den Siedepunkt erkennt
und das Vakuum unterhalb des Siedepunktes durch die Membranvakuumpumpe automatisch
anpasst. Schrittweise erhdhte sich dann das Vakuum bis zum Maximalwert von ca. 10 mbar.
Sobald die Proben sich in einem hochviskosen rubber-Zustand befanden, wurde der Schiittler
ausgeschaltet und mit maximaler Pumpleistung evakuiert. In Tab. 2-6 sind die verwendeten
Einstellungen angegeben.

Parameter Mogliche Einstellungen Verwendete Einstellungen

Heizmantel 60 °C oder ,,AUS* ,AUS*

Wirmelampen | Von RT in 1 °C Schritten bis |RT (= Heizung ,,Aus*) und 40 °C
mind. 60 °C

Vibration Stufe 0 bis 10 (=0 — 800 U/ min) | Stufe: 0— 3,5 5,5 — 7,5 bei Raumtemp.
Stufe: 0 —3,5-5,5—-7,5—-10 bei 40 °C

Tab. 2-6: Ubersicht iiber die méglichen und verwendeten Einstellungen
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Thermofiihler PT 100

Der IR-Dancer besitzt im Trocknungsraum einen flexibel positionierbaren Thermofiihler
(PT 100). Er liefert dem Gerdt die Riickkopplung iiber das Erreichen bzw. Halten der
voreingestellten Temperatur. Der Fiihler wurde in einem Vial mittig auf dem Probenteller
positioniert.

Anordnung der Vials und des Thermofiithlers im Probenteller (gefiister Hartplastik-Probenstinder)

(ONN0) X | X
(0RO X [ X
0|0 X | X
(0RO X [ X
100
0|0 X | X
0|0 X [ X
(0RO X | X
0|0 X | X
O =Rez. SP X = Rez. SAP

Abb. 2-9: Anordnung der Vials im Probenteller

2.2.1.4. Vakuumtrockenschrank (VTS-2)

Der Vakuumtrockenschrank (VTS-2), Fa. Memmert, Schwabach, besitzt im Gegensatz zum
VTS-1 eine reine Plattenheizung (Abb. 2-10). Der Mantel bzw. die Wénde kénnen nicht beheizt
werden. Fiir die Versuche wurden Temperaturen von 23 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C und 60 °C
eingestellt. Das benutzte Gerdt kann maximal 3 Bleche aufnehmen. Im verwendeten VTS-2
konnten die Probenvials auf 2 Blechen in der oberen und unteren Schiene positioniert werden.
Der VTS-2 wurde zur Aufkonzentrierung der Proben mit der gleichen Membranvakuumpumpe
wie bei IRD und VTS-1 unter teilweiser Ausnutzung der automatischen
Siedepunktsnachfiihrung mit minimal 13 mbar betrieben. Die Nachtrocknung erfolgte mit der
Drehschieberpumpe (siche RVC) mit einem maximalen Vakuum von 0,012 mbar. Je nach
Versuchsaufbau und -ziel wurde zwischen die Vakuumpumpen und den VTS-2 zur
Kondensation des Wassers die Kiihlfalle des RVC geschaltet.

Abb. 2-10: Vakuumtrockenschrank VTS-2 [129]
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Validierungs-Versuche der Temperaturverteilung auf beiden Blechen

Zur Untersuchung der Temperaturverteilung auf den Blechen des VTS-2 wurden in zwei
Versuchen 2R-Vials auf 40 °C temperierten Blechen getrocknet (Abb. 2-11). Der VTS-2 wurde
in Kombination mit Kiihlfalle und Membranvakuumpumpe betrieben. Da es bei der Versuchs-
auswertung nur auf Relativwerte ankam, wurden die ermittelten Massenverlustwerte nicht in
Wasserverlustwerte umgerechnet.

Um einer Kondenswasserbildung und Wasserabscheidung bei Versuch 2 entgegenzuwirken,
wurde ein Trocknungsprogramm mit Spiilzyklen verwendet. Alle 30 min wurde das Vakuum
von 70 mbar fiir 5 min auf 700 mbar erniedrigt und danach das Vakuum wieder auf 70 mbar
erhoht (Abb. 2-12). Die 70 mbar resultierten aus der Dampfdruckkurve von Wasser. Das Wasser
wurde knapp unterhalb seines Siedepunktes verdunstet. Die 700 mbar als obere Grenze der
Spiilzyklen war frei gewéhlt. Um trockene Luft zur Beliiftung verwenden zu konnen, erfolgte
die Beliiftung des VTS-2 durch eine mit Blaugel gefiillte Trockenpatrone.

Parameter

Validierung Versuch 1

Validierung Versuch 2

Anzahl der Vials pro Blech

4 Reihen mit je 20

4 Reihen mit je 10

Fiillmenge der Vials

0,5 ml Reinstwasser

1,0 ml Reinstwasser

Trocknungsdauer

42 min

&:07 h:min

Spiilzyklen

keine

alle 30 min

Abb. 2-11: Parameter der Validierungs-Versuche

1000
; Druck [mbar]|
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400
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Abb. 2-12: Darstellung der Spiilzyklen

Optimierung der Vakuumtrocknung im VTS-2
Der VTS-2 wurde in folgenden Kombinationen mit den Vakuumpumpen und der Kiihlfalle
betrieben:

e Versuch 1: Membranvakuumpumpe ohne Kiihlung der Kondensatorgefaf3e (Abb. 2-13)

e Versuch 2: Membranvakuumpumpe mit Kiihlung der Kondensatorgefile mit einer
Kiihlmischung (ca. — 70 °C) aus Trockeneis und Ethanol (Abb. 2-13)

e Versuch 3: Membranvakuumpumpe ohne Kiihlung der Kondensatorgefifle in Kombination
mit der Kiihlfalle (ca. — 80 °C) von der RVC-Anlage
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Kondensatorgefdle der
Membranvakuumpumpe

Abb. 2-13: Membranvakuumpumpe [130]

Zur Aufkonzentrierung der Proben wurde die Membranvakuumpumpe benutzt. Diese besitzt
vor und hinter der Pumpenkammer jeweils ein Gefil zum Auffangen von Kondensat
(Abb. 2-13). In einem Versuch wurde das saugseitige Kondensatorgefal in ein Kéltebad getaucht
und als Kiihlfalle genutzt. Die Nachtrocknung der Proben erfolgte bei allen Versuchen mit der
Drehschieberpumpe.

Trocknungsprofil

Start bis 8h: alle 30 min Beliiften mit trockenem Stickstoff (Qualitdt 5.0) mit der Membran-
vakuumpumpe

8.-11.h: max. Vakuum von ca. 15 mbar mit der Membranvakuumpumpe

11.-22. h: max. Vakuum von ca. 0,5 mbar mit Pfeiffer Drehschieberpumpe

Um die Optimierung der Vakuumtrocknung zu beschleunigen, wurden Beliiftungsschritte
zwischen 70 mbar und 700 mbar wéhrend der Aufkonzentrierung ausgefiihrt. Die Grenzen
waren analog den Beliiftungsschritten, die bereits bei der Untersuchung der
Temperaturverteilung auf den Blechen benutzt worden waren.

Der VTS-2 wurde jeweils konstant bei 40 °C temperiert. Pro Blech standen 40 2R-Vials, die
mit 0,5 ml Placebo-Rezeptur SAP befiillt waren.

Tab. 2-7 zeigt, wie die Vials auf den beiden Blechen getrocknet wurden und welche Vials zu
welchem Zeitpunkt als Probe gezogen wurden.

Vial1 Vial2 Vial3 Vial4 Vial5 Vial6 Vial 7 Vial 8 Vial 9 Vial 10

1—10bzw. 41-50

11 —20 bzw. 51 - 60

21 —30 bzw. 61 —70

31 —40 bzw. 71 - 80

Tab. 2-7: Positionierung der Vials und Probezugschema

Vials 1 - 40 auf Blech unten (Schiene unten); Vials 41 - 80 Blech oben (Schiene oben)

e hellgraue Flache: Probezug nach 8 h => Mittelwerte von 12 Proben fiir den MV
e dunkelgraue Fliche: Probezug nach 11 h => Mittelwerte von 16 Proben fiir den MV
e weille Flache: Probezug nach 22 h => Mittelwerte von 12 Proben fiir den MV
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Vakuumtrocknung fiir Vergleichsuntersuchungen zur Aggregation mittels SEC und AF4
Wihrend der ersten drei Stunden waren die beiden Bleche auf 40 °C temperiert. Danach wurde
die Heizung ausgeschaltet, und die Bleche kiihlten auf RT bei ca. 23 °C ab. Die
Aufkonzentrierung mit der Membranvakuumpumpe wurde nach 155 min abgeschlossen. Die
Nachtrocknung mit der Drehschieberpumpe dauerte bis 20:30 h:min Gesamttrocknungszeit.
Proben fiir die Analytik wurden von Trocknungsbeginn bis zur 140. min alle 10 min, sowie
nach 155 min, 170 min, 7 h und 20,5 h gezogen.

2.2.1.5. Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4

Die Kiihlfalle des RVC, Fa. Christ, bildet zusammen mit einer anschlieBbaren heiz- und
kiihlbaren Stellfliche eine Einkammer-Gefriertrocknungsanlage. Wie bereits bei RVC
beschrieben, besal3 der Kondensator eine Temperatur von ca. — 80 °C. Die Stellfliche wurde
versuchsbedingt zwischen — 40 °C und + 40 °C temperiert. Die Kammer wurde mit der
Membranvakuumpumpe zur Aufkonzentrierung der Proben und mit der Drehschieberpumpe
zur Nachtrocknung evakuiert.

2.2.1.6. Gefriertrocknungsanlage Epsilon 2-12 D Special

Mit der Gefriertrocknungsanlage Epsilon 2-12 D Special, Fa. Christ, wurden die
Vergleichsversuche zwischen Gefrier- und Vakuumtrocknung von Kapitel 5. durchgefiihrt
(Abb. 2-14, Abb. 2-15).

Die Vials wurden dazu auf 2,0 mm dicken Edelstahlblechen in mehreren Reihen aufgestellt und
auf den Blechen stehend auf der Stellfliche getrocknet.

|8 Prozessvisualisierung LPC-16/NT - [Anlagenstatus EPSILON 212 D]

atei Ansicht EPSILON212D Extras Fenster Hife

1) Dat
=) [ s e = e = M S A = ] @ Teccrs

_ Beliiftung
CHRIST @

Linjektion EPSILON 2-12D

_
o —&]—4— Abtauen
o o]

o el
S | Drucksteuerung
o

GTD @oé’m%

L=X} LeX=R] [=X-R-}

Hydraulik Kondensat- Vakuum- Umwilz-  Heizung
ablauf pumpe pumpe nunlmasnmne

Abb. 2-14: GT Epsilon 2-12 D Special [131] Abb. 2-15: Anlagenschema der GT
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Die Abb. 2-16 und Abb. 2-17 zeigen das benutzte Programm der Gefriertrocknungsversuche.

@szessvisualisielung LPC-16/MT - [Trocknungsprogramme / Rezepte EPSILON 2-12 D] [_ (=] x|
@ Datei Ansicht  EPSILOM 2120 Estras  Prozess-Grafik  Trocknungsprogramme # Rezepte  Fenster  Hilfe 1= x|

al o] Al2lolelr wlEl # O S | @] oo
alo]| Sl &l el@| & 9

°Ch {mbar} Gesamtzeit
10 Bg—g——gg——T T T] =1 33 (h:m)
a0 E_ ‘ - Gefrieren

HE | - W 335 [h:m]
80 = :

HE | = “oibereiten
@ 1L | = 030 [him)

E ‘ : Haupttrocknen
60 - | E"' 263 (h:im]
50 i | = Nachtiocknen

¥ - 500 (h.m
o | - i

i _L_ - B Stellflichen Temp
a5 —_———— s B8 ok

B Sicherheitsdruck

L

0 = =
LU E Stelflachen Temp, °C
] _
A0 - =
-20 B-=04 Abschnitt wahlen
30 i E 1 Startwerte =
g (L z Zeit [ Fem]
o
B0 - ;0-01 A A k] w]
a0 z —
80 =00
90 =
DD o s 0,001
(h)
Programm-Mummer : 24 |ET willi |
Abb. 2-16: Profil der Gefriertrocknung
@J Trocknungsprogramm- / Rezept-T abelle

Programmnummer . 24 Programmname : [&T wil

&bz |Prozezs-Phaze

1 Startwerte 0:00

2 Gefrieren

3 Gefrieren 1:05 -45 OFF OFF

4 Gefrieren 1:30 -45 OFF OFF

5 Morbereiten :30 -45 OFF OFF .

E  Haupttrocknen  0:01 -45 01 OFF _ »

7 Haupttrocknen | 4:30 10 01 165 bzt Einitigen

28  |Haupttrocknen  22:00 -10 0.1 1.65

9  Machtrocknen w00 a0 0.1 1,65

10 Machtrocknen 200 a0 01 1.65 m‘
Sbeehnth Caschen

I
W 0K X Abbrechen @ Hilfe |

Abb. 2-17: Profil der Gefriertrocknung
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Die Abb. 2-18 und Abb. 2-19 veranschaulichen das Temperatur-Druck-Profil der Vakuum-
trocknungsversuche.

@Plozessvisualisialung LPC-16/NT - [Trocknungsprogramme / Rezepte EPSILON 2-12 D] x
@ Datei  Ansicht EPSILOM 2120 Estras  Trocknungsprogramme ! Rezepte Fenster  Hilfe & x|
Al o] B 2lolelE alE|l w| D8] @ = €| mocro
a0 @l 2] e 2] 5
C) (mbar) Gesamtzeit
- e
90 ‘ = Gefrieren
| . 00 [him]
i i ‘ E “Yorbereiten
70 ‘ -y 0:30 [h:m]
: Haupttocknen
o b | = 5 (him]
. | -
: - 2430 [h:m
Ll | \ B '
: > I S telfiEchen Temp.
Iy akuum

I 5 cherhaitsdruck

S
S
i
i
1
i
1
-~
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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|
|
|
|
|
|
|
|
oo
L
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FY
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80 - st &= 0.001
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Programm-Hummer : 25 |Vakuum Wwilli |

Abb. 2-18: Profil der Vakuumtrocknung

L@Tmcknungspmglamm- / Rezept-T abelle E3

Programmnummer : 2b Programmname : [Vakuum Wil

Abz.|Prozess-Phaze  |Zeit [ hem Temp. [C Wakuum [mbar] | 5i.-0ruck [mbar ﬂ

1 Startwerte Q.00

2 Gefrieren 0:01 20 OFF OFF

3 Worbereiten 0:30 20 OFF OFF

4 Haupttrocknen  |0:30 20 100 OFF

5  Haupttrocknen  |0:30 20 100 OFF )

6  |Haupthiockren 200 20 10 QOFF _ y

7 Haupttrocknen  2:00 20 10 OFF Abzchinit Einfiigen

8 Haupttrocknen 030 20 0,94 OFF

9 | Machtracknen 030 20 0.001 165

10 Machbocknen | 24:00 20 0,001 165 I
Shechntt Lossher

=

@ Hilfe: |

& O X Abbrechen

Abb. 2-19: Profil der Vakuumtrocknung
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2.2.1.7. Verwendete Software zur Prozessdokumentation

Sowohl wihrend der Entwicklung als auch bei der Anwendung der Trocknungsprofile wurde
versucht, moglichst viele Ist-Werte zu den Soll-Daten von Druck- und Temperatur zu
dokumentieren. Tab. 2-8 gibt eine Ubersicht, auf welche Art und Weise die
Trocknungsprozesse dokumentiert wurden.

Die einzelnen Softwareprogramme Celsius, Vacuu-Control und VacuGraph werden auf den
ndchsten beiden Seiten mit ihrer Benutzeroberflache abgebildet (Abb. 2-20, Abb. 2-21, Abb. 2-22)
und anschlieBend hinsichtlich ihrer Vor- und Nachteile tabellarisch verglichen (Tab. 2-9).

Die Programme wurden zur Dokumentation und Steuerung der verschiedenen
Trocknungsgerite (in Kapitel 3. und 4.) verwendet.

Die Software LPC 16 NT wurde zur Steuerung und gleichzeitigen Prozessdokumentation der in
Kapitel 5. beschriebenen Versuche (Stabilitdtsuntersuchungen an verschiedenen Rezepturen)
benutzt.

GERAT DRUCK TEMPERATUR

RVC manuell manuell

IRD manuell manuell

IRD + VTS-1 manuell manuell

VTS-1 manuell ° Vacuu-Control (Vacuubrand)
. Celsius (Memmert)

VTS-2 e Celsius (Memmert) . Vacuu-Control (Vacuubrand)
° VacuGraph (Fa. Thyracont, Passau)
. Vacuu-Control (Vacuubrand)

GT-Alpha manuell ° VacuGraph (Thyracont)

GT-Epsilon e [PC 16 NT (Christ) . LPC 16 NT (Christ)

Tab. 2-8: Ubersicht der Dokumentation der Trocknungsprozesse

Kurzbeschreibung der Charakteristika der Programme

Wihrend mit Celsius und Vacuu-Control manuell gesteuerte Prozesse protokolliert, aber auch
automatisch gesteuert werden kdnnen, ist mit VacuGraph nur eine Dokumentation moglich.

Bei der LPC 16 NT steht die Steuerung mit gleichzeitiger Dokumentation von Prozessen im
Vordergrund.
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Abb. 2-20: Celsius-Software, Fa. Memmert
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Abb. 2-21: VacuGraph-Software, Fa. Thyracont
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. Grafische Darstellung der Daten _|F]|x
Graphen Ahschnitt  Extras
® |stdruck -Achse = Zeitin Minuten
® Solldruck ‘v=Achse links = Druck in mbar
® Freguen: Y-Achse rechts = Frequenz in Hz
1000 mbar pruck
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20( {nbar \
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Abb. 2-22: Vollbild der aufgezeichneten Daten der Vacuu-Control-Software Zelt [min]
Ubersicht iiber die verschiedenen Softwareprogramme:
Celsius Vacuu-Control VacuGraph |LPC 16 NT
(Memmert) (Vacuubrand) (Thyracont) | (Christ)
Speicherung der Datei manuell am Ende | Automatische = Abfrage | Autom. beim Datei | Automatisch am
des Prozesses nach Prozessende und | beenden; Prozessende
Programm beenden Autom. speichern.
bei Erreichen der
maximalen
Messwertanzahl
Aufzeichnungsintervall 1,2,3,4,5,6,10,(1, 2, 3,4, 5,10, 15, 20,|1,2,5,10,30s, allels
12, 15, 20, 30, 40,(30s,1,2,3,4,5 min 1, 2 min, Trigger
45, 60 min
Max. Datenpunkte nach 10000 h Keine Begrenzung 8100 Keine
Begrenzung
Automatische Achsen- | nein im Hauptfenster und ja ja
skalierung fiir Gesamtansicht im Extrafenster (Vollbild
Graph) ja
Achsen Darstellung linear und | nein nein ja Druck:
logarithmisch (y-Achse) logarithmisch
Temp.: linear
Zoomen der Achsen Temperatur: Im  Vollbild jeweils | Zeit und Druck | Getrennt moglich
Beide Achsen | getrennt tiber | getrennt durch
unabhingig Eingabefenster Eingabefenster bzw.
Druck: Im Hauptfenster nicht Mausziehen
Nur x-Achse Resettkt. fir
Originalgrofie
Skalierung in mbar, Pa, Torr | nein nein ja nein
Maxima und Minima Anzeige | nein nein ja nein
Cursor nein nein ja nein

Tab. 2-9: Ubersicht und Vergleich der verschiedenen Software-Programme
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2.2.2. Allgemeine Verfahren
2.2.2.1. Rezepturherstellung, pH-Wert-Bestimmung und Filtration

Fiir die Versuche in den Kapiteln 3. und 4. (Ergebnisse und Diskussion Teil 1 und 2) wurden
zwei verschiedene G-CSF Rezepturen verwendet (Tab. 2-10). Im weiteren Text werden sie als
SP und SAP abgekiirzt. Die Buchstaben stehen fiir die in der Rezeptur enthaltenen Hilfsstoffe.
Die Rezeptur SAP ist die Saccharose-Variante der bei Mattern verwendeten G-CSF Maltose-
Rezeptur [17]. Durch das Anhéngen von 4 bzw. 7,4 an die Buchstaben-Kombination wird der
pH-Wert der Rezeptur charakterisiert.

Komponente Rezeptur SP [mg] Rezeptur SAP [mg]
G-CSF 0,35 0,35
Saccharose (S) 50 50
Arginin (A) - 15
Phenylalanin (P) 20 15
Polysorbat 80 0,1 0,1
Einstellung des pH mit NaOH bzw. g.s. g.s.

HCI auf 7,4 bzw. 4,0

Reinstwasser ad 1,0 ml ad 1,0 ml

Tab. 2-10: Rezepturentabelle

Die Feststoffe wurden in einem Anteil Reinstwasser gelost, Polysorbat 80 als Stammldsung
zugesetzt und vor Zugabe der G-CSF-Bulklosung der pH-Wert voreingestellt. Dazu wurde ein
pH-Meter Typ MP 220, mit einer Messelektrode Typ InLab 423 bzw. 413, Fa. Mettler,
Giessen, benutzt. Dieses war vorher mit zertifizierten Kalibrierlosungen bei pH 7,0 und 2,0
(VWR / Merck Eurolab) kalibriert worden. Nach Einstellung des pH-Werts auf 7,4 bzw. 4,0
wurde der Messkolben mit Reinstwasser aufgefiillt.

Nach einer Sterilfiltration durch einen 0,22 pm Einmalfilter (Qualilab, Spritzenvorsatzfilter,
VWR/ Merck Eurolab) unter einem Laminar-Air-Flow (Herasafe HS 18, Fa. Heraeus) wurden
fiir jeden Trocknungsversuch jeweils 0,5 ml Losung in die 2R-Vials pipettiert.

Um ein Vial nach der Trocknung wieder auf das Anfangsvolumen und damit zugleich auch das
Anfangsgewicht rekonstituieren zu konnen, wurden die Vials zusammen mit einem Stopfen
gewogen, die Rezeptur pipettiert und das gefiillte Vial + Stopfen erneut gewogen.

Fiir die Versuche im Kapitel 5. wurden die Rezepturen mit G-CSF und mit EPO und den
jeweiligen Kohlenhydraten und Aminosduren analog der gerade beschriebenen Herstellungs-
weise vorbereitet. Bei den EPO-Rezepturen wurde EPO in einer Konzentration von 0,1 mg/ml
verwendet. Die Rezepturen wurden auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt.

2.2.2.2. Rekonstitution von getrockneten Proben

Die getrockneten Proben wurden auf einer Analysenwaage, Mettler Toledo B 204-S, jeweils
einzeln anhand des vorher dokumentierten Vollgewichtes (Vial + Stopfen + Rezeptur) mit
Reinstwasser rekonstituiert. Unter gelegentlichem langsamen Drehen und/oder leichten
Schiittelbewegungen der Vials musste solange gewartet werden, bis sich alles gelost hatte und
keine Feststoffe mehr in der Losung zu erkennen waren. Die Priifung auf sichtbare (siehe
2.2.3.4.) bzw. nicht sichtbare Partikel (siche 2.2.3.5.). erfolgte gemiB3 den Monographien des
Ph. Eur. [109].
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2.2.2.3. Durchfiihrung von Einfrier- / Auftau-Zyklen

Fiir die Durchfiihrung von Einfrier- / Auftau-Versuchen wurden fliissige und vakuumgetrock-
nete Proben in 2R-Vials verwendet. Nach dem VerschlieBen mit einem Stopfen und Verbordeln
wurden die Vials flir eine Minute in fliissigen Stickstoff getaucht. Um ein Versproden des
Stopfens zu vermeiden, wurden die Vials nur bis knapp unterhalb des Vialhalses eingetaucht.
Nach dem Schockgefrieren folgte eine mehrstiindige Lagerung bei -80 °C (GFL Tiefkiihl-
schrank Typ 6483, GFL, Burgwedel). Der Auftauvorgang fand bei Raumtemperatur statt. 30
min nach der Entnahme aus dem Freezer erfolgte der néchste Einfrierschritt bzw. die
Untersuchung der Proben mit SEC und Lichtblockade.

2.2.2.4. Bestimmung des Adsorptionsverhaltens von G-CSF an Glas

Zur Bestimmung der Adsorption des G-CSF an Glas wurden unsilikonisierte 2R-Vials mit
verschiedener Vorbehandlung benutzt.

Neben neuen, unbenutzten Vials kamen welche zum Einsatz, in denen Placebo-Rez. SAP7,4
getrocknet worden war. Als drittes wurden Vials untersucht, in denen G-CSF-haltige Rez.
SAP7,4 getrocknet worden war.

Alle Vials wurden mehrfach mit Reinstwasser gespiilt, bevor sie mit 0,5 ml 8 molarer
Guanidinhydrochlorid- (Gua) bzw. 2 molarer SDS-Losung iiber Nacht auf einem Vortexer
inkubiert wurden. Sofern G-CSF an das Glas adsorbiert worden war, wird es durch die Gua-
bzw. SDS-Losung wieder desorbiert. Die Losungen wurden mittels UV-Messung bei 280 nm
analysiert. Die Gehalte des adsorbierten und wieder desorbierten G-CSF wurden {iber eine
Eichgerade errechnet.

2.2.2.5. Einlagerungen

Stabilititseinlagerung

Die getrockneten Proben wurden in verbordelten Vials fiir einen Kurzbelastungstest iiber 12
Wochen bei verschiedenen Temperaturen (Tab. 2-11) in temperierten Trockenschrinken, Fa.
Memmert bei normaler Raumfeuchte eingelagert. Von der Rezeptur SAP4 und SAP7,4 wurden
zusitzlich nicht vollstdndig getrocknete Proben eingelagert, die wéhrend der Trocknung
gezogen worden waren.

Rezepturen mit Fliissig-Proben Getrocknete Proben
gelagert bei [°C] | gelagert bei [°C]

e G-CSF-Rez. SAP4 4,23,30,40,50 |4,23,30,40

e (G-CSF-Rez. SAP74

e Kohlenhydrat-Rez. 4, 20, 30, 40 4,20, 40, 50

e Kohlenhydrat-Aminosédure-Rez.

e (Cyclodextrin-Rez. 4,20, 30,40 4, 40, 50

e (Cyclodextrin-Phenylalanin-Rez.

Tab. 2-11: Einlagerungstemperaturen [°C] verschiedener Stabilitéitseinlagerungen

Einlagerung von Proben zur Riickbefeuchtung

Zur Riickbefeuchtung von getrockneten Proben wurden die Vials in Exsiccatoren mit
verschieden eingestellten, definierten relativen Feuchten bei 20 °C gelagert. Auf allen Vials
steckten Stopfen in der GT-Position, um die Vials nach der Lagerung verschlieen zu kénnen.
Mit Hilfe von gesittigten Salzlosungen wurden folgende relative Feuchten eingestellt: 96 %
r.F. (KNO3), 86 % r.F. (KCl), 76 % r.F. (NaCl) und 65 % r.F. (NaNO,). Die tatséchliche
relative Feuchte wurde anhand eines Handhygrometer H 1, Fa. Testo, Lenzkirch, iiberpriift. Sie
stimmte jeweils mit einer Schwankungsbreite von £1% mit den theoretischen Werten {iberein
[65].
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2.2.2.6. Versuche zur Optimierung der Rezeptur

Alle Rezepturen wurden aufgrund ihrer Chargengrofle in der Gefriertrocknungsanlage Epsilon
2-12D Special, Fa. Christ, gemdl den Trocknungsprogrammen in 2.2.1.6., gefrier- bzw.
vakuumgetrocknet.

Placeboversuche

Der Gefriertrocknungsprozess wurde nach 45 h und der Vakuumtrocknungsprozess bereits
nach 25 h beendet. Die Vials wurden in der mit trockenem Stickstoff beliifteten GT-Anlage bei
einem Vakuum von ca. 800 mbar verschlossen.

Pro Trocknung wurden 2R-Vials mit 0,5 ml Losung getrocknet.

Jeweils 3 Proben wurden fiir Karl-Fischer-Titration bzw. DSC-Messung verwendet.

Placebo-Rezeptur Abkiirzung
Agenamalt AM
Isomalt ST IST
Isomalt GPS angereichert GPS
Isomalt GPM angereichert GPM
Raftiline ST RST
Raftilose P95 R
Trehalose T

Tab. 2-12: Tabelle der Hilfsstoffe und der verwendeten Abkiirzungen der Placebo-Rezepturen

Von den angegebenen Hilfsstoffen (Tab. 2-12) wurde jeweils eine Rezeptur mit 50 mg/ml
Hilfsstoff, sowie zusdtzlich mit 10 mg/ml und alternativ zusétzlich mit 20 mg/ml Zusatz von
Phenylalanin hergestellt.

Versuche mit G-CSF bzw. EPO — Teil 1: verschiedene Rezepturen

Um einen direkten Vergleich zwischen den beiden Trocknungsmethoden ziehen zu konnen,
wurden fiir die Evaluierung der proteinhaltigen Rezepturen jeweils 48 h Prozessdauer fiir die
Gefrier- und Vakuumtrocknung angewandt. Getrocknet wurden jeweils 0,5 ml Losung in 2R-
Vials. Die Losung bestand aus 50 mg/ml Kohlenhydrat und 10 mg/ml Phenylalanin-Zusatz bei
den phenylalanin-haltigen Losungen.

Fir G-CSF wurden Rezepturen mit pH 7,4 und pH 4,0 hergestellt. Die EPO-Rezepturen
besallen alle pH 7,2.

Zur Unterscheidung zwischen G-CSF- und EPO-haltigen Rezepturen, der beiden pH Werte bei
G-CSF und den beiden Trocknungsverfahren wird daher die Nomenklatur der Rezepturen
ausgedehnt und an 2 Beispielen erklért:

e Die Buchstaben F (fliissig), G (gefriergetrocknet) und V (vakuumgetrocknet) geben die
Zubereitungsform der Proben an.

e Der nichste Buchstabe bzw. die nichsten Buchstaben stehen fiir die Rezeptur.

e Der Buchstabe P steht fiir Phenylalanin in den phenylalanin-haltigen Rezepturen.

e Fiir G-CSF-Rezepturen werden die beiden pH-Werte zur Unterscheidung angefiigt.
Bei allen EPO-Rezepturen wird ein -EPO angehingt.
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Beispiele:
e GAMP74 steht flir eine G-efriergetrocknete Rezeptur aus A-gena-M-alt mit Phe-Zusatz
von G-CSF mit pH 7,4

e FR-EPO steht fiir eine F-liissige Rezeptur aus Raftilose P95 von EPO

Verwendete Rezepturen:
e AM und AMP

e RundRP

e Tund TP

e SAP

Versuche mit G-CSF bzw. EPO - Teil 2: Rezepturen mit HP-B-cyclodextrin

Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurde jeweils eine Prozessdauer von 48 h fiir die Gefrier-
und Vakuumtrocknung der HP-B-cyclodextrin-Rezepturen (CD) benutzt.

Von CD wurden ebenfalls 50 mg/ml und von Phe 10 mg/ml eingesetzt. Fiir G-CSF wurden
Rezepturen mit pH 7,4 und 4,0 und fiir EPO mit pH 7,2 hergestellt.

Getrocknet wurden jeweils 0,5 ml Losung in 2R-Vials.

Cyclodextrin-Rezepturen

e (CD7,4 und CDP7.,4

e (D4 und CDP4

e CD-EPO und CDP-EPO

Weitere Versuchsdurchfiihrung

Die Vials wurden in der mit trockenem Stickstoff beliifteten GT-Anlage bei einem Vakuum
von ca. 800 mbar verschlossen. Mit dieser Vorgehensweise sollten zum einen der Einschluss
von Luftfeuchtigkeit und zum anderen die Oxidation durch Luftsauerstoff in den Vials
minimiert bzw. ausgeschlossen werden.

Um fiir die Vials, die mit fliissiger Rezeptur eingelagert werden sollten, dhnliche Bedingungen
zu schaffen, wurden die befiillten Vials einzeln fir 10 Sekunden mit trockenem Stickstoff
begast und verschlossen.

Rezeptur Lagertemperaturen [°C] Probezug [Wochen]
Teil 1, 4, 20, 30, 40 1,2,4,6,12

versch. Rezepturen fliissig

Teil 1, 4, 20, 40, 50 2,4,8,12

versch. Rezepturen getrocknet

Teil 2, CD fliissig 4, 20, 30, 40 2,3,4,6,12

Teil 2, CD getrocknet 4,40, 50 2,6,12

Tab. 2-13: Tabelle der Lagerbedingungen und der Probezug-Zeitpunkte

Analytik

Die Proben von den einzelnen Probezug-Punkten wurden mittels Karl-Fischer, Lichtblockade
und SEC charakterisiert. Von den getrockneten Proben wurde vom Beginn und vom Ende der
Einlagerung der T, bestimmt.

Ausgewihlte Proben wurden zusétzlich mit Rontgendiffraktometrie auf ihre Morphologie und
mit dem Rasterelektronenmikroskop auf ihre Oberflaichenmorphologie untersucht.
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Als Nullwert fiir den Beginn der Einlagerung wurde jeweils von 3 Proben der Mittelwert
gebildet.

Aufgrund des umfangreichen Versuchsplans konnte zu allen anderen Probezugpunkten nur eine
Probe gezogen werden.

Fiir die KF- und DSC-Bestimmung vom Lagerungsende nach 12 Wochen wurde der Mittelwert
aus 2 Proben gebildet.

2.2.3. Charakterisierung der Zubereitungen

2.2.3.1. Gravimetrischer Wasserverlust

Um Daten tiber die Trocknungsgeschwindigkeit und letztendlich iiber den Trocknungsgrad zu
erhalten, wurden wihrend der Versuche zu bestimmten Zeiten der Trocknungsprozess
unterbrochen. Die entnommenen Proben wurden auf einer Analysenwaage, Mettler Toledo
B 204-S, gewogen. Der Massenverlust (MV) der Proben gab Auskunft iiber den Verlust an
Wasser und damit der Restfeuchte der Proben.

Der bestimmte Massenverlust (MV) wurde in den Wasserverlust (WV) umgerechnet, so dass
0 % Wasserverlust fiir die pipettierte Rezeptur und 100 % fiir eine vollstindig getrocknete
Probe stehen.

2.2.3.2. Wassergehalt nach Karl-Fischer-Titration

Der Restwassergehalt in den getrockneten Produkten wurde mittels coulometrischer Titration
(Metrohm 737 KF Coulometer mit 703 Titrationsstand, Filderstadt, bestimmt.

Durch Wiegen von Stopfen und Vial ohne und mit Rezeptur vor und nach der Trocknung,
sowie nach Methanolzugabe wurde der Restwassergehalt jeder einzelnen Probe berechnet.

Bei jeder Titration wurde der gesamte Inhalt eines Vials in ca. 2 ml wasserfreiem Methanol
(Hydranal — Methanol dry, VWR / Merck Eurolab) aufgeldst bzw. dispergiert.

Um ein Einschleppen von Wasser aus der Raumluft beim Einspritzen des wasserfreien
Methanols zu minimieren, wurden alle Vials zusammen mit dem wasserfreien Methanol in eine
Glovebox gestellt und diese mit trockenem Stickstoff (Qualitit 5.0) geflutet.

Nach mindestens 30 min Begasung wurde ein Becherglas mit etwas wasserfreiem Methanol
befiillt, damit gespiilt und das Methanol verworfen. Das Becherglas wurde dann mit der Menge
an Methanol, fiir alle Proben ausreichend, befiillt.

Mit einer Plastikspritze wurden ca. 2 ml wasserfreies Methanol durch den Stopfen in die Vials
gespritzt. Um die Wasseraufnahme des Methanol wéhrend des Befiillens der Vials von den
ermittelten Restwassergehalten abziehen zu konnen, wurden analog zu den Proben einer
Messcharge 5—7 Vials als Methanol-Blindwerte mit ebenfalls 2 ml Methanol befiillt.

AuBerhalb der Glovebox wurden die Vials gewogen, mit einem Vortexer behandelt und fiir
5—-15 min mit Ultraschall behandelt und anschlieBend zentrifugiert, sofern keine klare Losung
vorlag.

Die Messlosung (Hydranal-Coulomat-Losung, VWR / Merck Eurolab) des Metrohm
Coulometers wurde zu Beginn der Messungen konditioniert, d.h. die Messlosung wurde auf
einen Nullgehalt an Wasser austitriert. Zugleich bestimmt das Coulometer die Drift, die durch
eindringende Feuchtigkeit aus der Luft verursacht wird.

Um ein Einschleppen von Wasser in das Vial zu minimieren, war es unabdingbar, ziigig zu
arbeiten sobald das Vial zur Probenentnahme gedftnet wurde.

Mit einer Hamilton Spritze (0,5 ml) wurde ein Aliquot aus dem Vial in das Coulometer
iiberfiihrt. Sobald die injizierte Probe austitriert war, konnten der Wassergehalt abgelesen und
die nédchste Probe eingespritzt werden.

Fiir die Angabe von Nullwerten direkt nach der Trocknung wurde der Mittelwert aus 3 Proben
gebildet. Alle weiteren Messpunkte ergeben sich aus einer Einzelbestimmung.
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2.2.3.3. Differentialscanningcalorimetrie (DSC)

Zur Bestimmung der Glasiibergangstemperaturen der getrockneten Proben wurde die
dynamische Differenzkalorimetrie benutzt. Bei dieser Methode wird die Temperaturdifferenz
zwischen den Proben und einem Referenztiegel gemessen und daraus der Wérmestrom
berechnet. Der Warmestrom wird als Funktion gegen die Temperatur oder die Zeit aufgetragen.
Das Probenmaterial wird dabei einem kontrollierten Temperaturprogramm unterworfen.

Die Messungen erfolgten mit der DSC 204 Phoenix ASC, Fa. Netzsch, Selb, bestehend aus
einem Autosampler ASC 204, DSC-Ofen 204, TASC 414 / 3A Controller und CC 200L
Controller. Zur Dokumentation und Auswertung der Thermogramme wurde die Software
Proteus, Version 4.12, verwendet.

Nach dem Homogenisieren der Proben wurden ca. 5-10 mg Substanz in Alutiegeln, Netzsch,
mit einem Volumen von 25 bzw. 40 ul auf einer Analysenwaage Mettler Toledo HB 104
eingewogen und die Tiegel mit der zugehorigen Universalverschlusspresse kaltverschweif3t.
Ublicherweise wurden verschlossene Tiegel vermessen. Kurz vor der Messung automatisch
gelochte Tiegel wurden nur bei Rezepturen verwendet, deren Tiegel sich ansonsten durch
Volumenexpansion verformt und damit ein verfdlschtes Messsignal ergeben hitten. Zu einer
Volumenexpansion kann es durch entstehende Zersetzungsprodukte oder durch Wasserdampf
kommen.

Der Probenofen wurde mit trockenem Stickstoff (Qualitdt 5.0) mit 0,5 bar gespiilt, um
entstandene Zersetzungsprodukte aus dem Ofen zu entfernen bzw. das Eindringen von
Luftfeuchtigkeit zu verhindern. Zur Kiihlung des Ofens wurde gasformiger bzw. fliissiger
Fliissigstickstoff benutzt.

Die Tiegel wurden stets bei Raumtemperatur in den Ofen eingesetzt. Die Heizrate der
Te-Messungen betrug 10 bis 20 K/min. Der T,-Wert wird als Midpoint der sigmoidal
verlaufenden Glasumwandlungskurve angegeben.

Fiir die Angabe von Nullwerten direkt nach der Trocknung von Proben wurde der Mittelwert
aus 3 Einzelwerten gebildet. Alle weiteren Messpunkte ergeben sich aus einer
Einzelbestimmung.

2.2.3.4. Priifung auf sichtbare Partikel

Die Priifung auf Partikelkontamination - sichtbare Partikel - erfolgte geméss der Monographie
2.9.20. des Ph. Eur. [109]. Nach der vollstindigen Rekonstitution der Proben wurden die Vials
einzeln gegen den weillen und schwarzen Hintergrund des Gerétes zur Priifung der sichtbaren
Partikel betrachtet. Als Referenz diente jeweils ein mit gleichem Volumen an Reinstwasser
befiilltes 2R-Vial.

Unter Partikeln in den Proben werden in diesem Zusammenhang fremde, bewegliche, ungeloste
Partikel verstanden, die unbeabsichtigt in den Losungen vorhanden sind, mit Ausnahme von
Gasblischen. Zum einen stehen als Quelle fiir Partikel Verunreinigungen oder Absonderungen
oder Absplitterungen von Primarpackmitteln im Vordergrund. Zum anderen konnen Partikel
durch Instabilitdten oder Inkompatibilititen gebildet werden. Ziel der Priifung auf Partikel war
in dieser Arbeit mehr das Erfassen von Tendenzen als eine strenge Quantifizierung der genauen
Partikelzahl.

2.2.3.5. Priifung auf nichtsichtbare Partikel

Die Priifung auf Partikelkontamination - nichtsichtbare Partikel - erfolgte geméss einer modifi-
zierten Form der Monographie 2.9.19 des Ph. Eur. [109]. Die Messungen wurden mit einem
Lichtblockade Gerit PAMAS — SVSS-C, Sensor HCB-LD-25/25 der Fa. Partikelmess- und
Analysesysteme, Rutesheim, durchgefiihrt.
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Alle Proben lagen bei Raumtemperatur vor. Gelagerte Proben wurden zur Homogenisierung
der Partikelverteilung in der Losung vorsichtig umgeschwenkt, wobei darauf geachtet wurde,
dass sich keine Luftbldschen durch das Umschwenken bildeten.

Das Geridt wurde so lange mit partikelfreiem Wasser gespiilt, bis keine Partikel grofer 10 pm
mehr nachgewiesen wurden. Nach jeweils 10 Messproben wurde partikelfreies Wasser
vermessen, um die Abwesenheit von Partikeln im Wasser und die einwandfreie Funktion des
Lichtblockade-Gerites zu liberpriifen.

Mit folgenden Einstellungen wurden alle Messungen ausgefiihrt:

e Vorlaufvolumen: 0,3 ml e Fillrate: 7 ml/min
e Messvolumen: 0,4 ml e Leerrate: 10 ml/min
e Analysevolumen: 0,4 ml e Spiilrate: 7 ml/min

e Wartezeit: 1 sec

Die angegebenen Messergebnisse resultieren aus dem Mittelwert von je drei Einzelmessungen
aus einer Messprobe. Eine Messprobe wurde aus 100 ul Aliquot der zu vermessenden Probe und
1400 pl partikelfreiem Wasser hergestellt. Der vorliegende Verdiinnungsfaktor von 14 wird
durch das Pamas-Gerit beriicksichtigt. Die angegebenen Partikelwerte sind auf ein Volumen von
1,0 ml bezogen und werden in kumulativer Darstellung notiert. Vor dem Export des
Messergebnisses (= Mittelwertes der drei Messungen) wurden die drei Einzelwerte auf eine
maximale Abweichung von 10 % vom Mittelwert iiberpriift und gegebenenfalls abweichende
Einzelwerte eliminiert. Zur Auswertung wurde die Software PMA — Partikel Mess- und
Analyseprogramm, Version 1.28, Fa. Pamas, benutzt.

2.2.3.6. UV-Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteingehalt der Bulklosung wurde durch Messung der Extinktion bei 280 nm bestimmt.
Die Bulklosung wurde mit Reinstwasser verdiinnt und gegen Reinstwasser gemessen. Die
Durchfiihrung der Gehaltsbestimmung erfolgte mit Quarzkiivetten (Schichtdicke 1cm) in einem
UV-Spektrometer Hitachi U 1100, Fa. Juan, Unterhaching, bzw. UV Thermo Spectronic
UV 1, Egelsbach. Der Proteingehalt ¢ der Verdiinnung berechnet sich nach der Formel
c = Az x F /0,86 fiir G-CSF bzw. ¢ = Aygo x F / 1,24 fiir EPO [132,133]. F steht fiir den
Verdiinnungsfaktor der Probe. Die beiden Zahlen sind jeweils der Extinktionskoeffizient der
verwendeten Proteine.

2.2.3.7. Weitwinkelrontgendiffraktometrie (RD)

Um die Morphologie der getrockneten Proben zu bestimmen, wurden die Proben mit einem X-
Ray Diffractometer XRD 3000 TT, Fa. Seifert, Ahrensburg, in einem auf 22 °C temperierten
Raum untersucht. Die Rontgenrdhre Cu-Anode, Cu-K,-Strahlung mit A = 0,15418 mm
(Primarfilter Ni), wurde mit einer Anodenspannung von 40 kV und einer Stromstiarke von 30 mA
betrieben.

Aus den getrockneten Proben wurde jeweils Material entnommen, in einem Achatmorser
verrieben und homogenisiert. AnschlieBend wurde das Pulver in die Vertiefung (1,2 * 1,2 * 0,02
cm) des Probentellers ohne Verdichtung des Materials eingebracht und mit einem Objekttriger
gleichméBig darin verteilt.

Nach Positionieren des Probentellers im Gerdt wurde die Probe im Bereich von 5° bis 40° mit
einer Scanrate von 2 6 = 0,05° mit 2 sec Messdauer bei jedem Winkel vermessen.

Die Pulverdiffraktogramme wurden mit der ScanX-Rayflex Applikation, Version 3.07 device
XRD 3000 (Scan), bzw. der Rayflex Version 2.1, 1996 (Analyse) am Detektor SC 1000 V
aufgenommen.

Um Pulverdiffraktogramme iiberlagern zu konnen, wurden die Daten in Excel importiert.
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2.2.3.8. SDS-Page-Gelelektrophorese

Die SDS-Page-Gelelektrophorese wurde benutzt, um Proben auf ihre Zusammensetzung
hinsichtlich Aggregate, Dimer, Monomer und Fragmente zu untersuchen. Alle Hilfsmittel
wurden von Fa. Invitrogen, Karlsruhe, bezogen.

Die Proben wurden unter reduzierenden (DTT-Zusatz zum Probenpuffer) und nicht-
reduzierenden Bedingungen bei 95 °C 30 min lang denaturiert. Der Probenpuffer setzte sich aus
Natriumdodecylsulfat, Bromphenolblau und Glycerin zusammen.

Auf jeweils separaten Gelen (10 %-ige Novex Bis-Tris-Gele, 1,0 mm * 10 well) wurden 20 pl
Probe pro Geltasche mit einem NuPage MES SDS Laufpuffer mit 35 mA pro Gel aufgetrennt.
Die nach Molekulargewicht aufgetrennten Proben wurden durch Coomassie- und/oder Silber-
Farbung sichtbar gemacht.

5 pl und 10 pl Molekulargewichtsmarker Mark 12 pro Gel dienten zur Molekulargewichts-
bestimmung. Auf jedem Gel wurde verdiinnte Proteinlosung als Arbeitsstandard verwendet.
Nach der Entfirbung wurden die Gele und Cellophanpapiere in Gel-dry-Trocknungslosung
getaucht und zum Trocknen in einem Rahmen aufgespannt. Die konservierten Gele wurden
schlieBlich eingescannt und mittels der Scan Pack 3.0 Software, Fa. Biometra, Gottingen,
dokumentiert und ausgewertet.

2.2.3.9. GroBenausschlusschromatographie (SEC)

Der Monomergehalt der Proben wurde mittels GroBBenausschlusschromatographie bestimmt. Die
technischen Bedingungen sind in Tab. 2-14 aufgelistet.

Gerite (Fa. Thermoquest) | Pumpe P 100, Autosampler AS 100, UV-Detektor UV 100
Elutionspuffer 100 mM bzw. 300 mM Natriumphosphat mit pH 7,0
zweifache Sterilfiltration durch doppelten 0,2 pm Membranfilter (Fa. Sartorius)
Temperaturen Probenteller gekiihlt auf 10 °C; Sdule temperiert auf 20 °C
Flussrate 0,7 ml/ min
Probenkonzentration G-CSF 0,35 mg/ml; EPO 0,1 mg/ml
Einspritzvolumen 20 pl
Detektion e 280 nm (TSK G 3000 SWXL, Tosoh Bioscience, Stuttgart
e 215 nm (Superdex 75 HR 10/ 30, Pharmacia, Freiburg
Probenlaufzeit e 30 min (TSK G 3000 SWXL)
e 50 min (Superdex 75 HR 10/ 30), 70 min bei HP-B-CD-Rez.
Auswertesoftware Chromquest Version 3.0, Thermoquest
Séulen e TSK G 3000 SWXL, Tosoh Bioscience
e TSK G 3000 PWXL, Tosoh Bioscience
e Superdex 75 HR 10/ 30, Pharmacia

Tab. 2-14: Ubersicht der SEC-Parameter

Bei der SEC-Analytik ist festgestellt worden, dass sich das Verhidltnis der Fraktionen in
Abhéngigkeit von der Standzeit der Probe nach der Rekonstitution verdndert. Daher wurden
darauthin alle G-CSF Proben einzeln rekonstituiert und mit dem Autosampler in Einzel-
injektionen analysiert. Bei den EPO-Proben konnten die Proben im Sequenzmodus analysiert
werden, da es hier zu keiner Verdnderung der Fraktionen-Verhéltnisse kam.

Die angegebenen Monomergehalte wurden iiber die jeweils ermittelten Gesamtflichen aller
Fraktionen ohne die Hilfsstoff-Peaks der Injektionen berechnet. Von jeder Rezeptur wurde sofort
nach der Herstellung ein Nullwert der ungestressten Rezeptur durch Mehrfachinjektion und
Mittelwert-Bildung bestimmt.
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Gesamtflache
untersuchte Probe prozentualer Anteil
x 100 x des Monomer- Peaks

der untersuchten Probe

Monomergehalt [%] =
Gesamtflache
Nullwert

Fiir die Vielzahl der Proben von Kapitel 5. wurden 2 UV-Detektorlampen benétigt. Da das
UV-Signal der zweiten, neuen Lampe hoher als das der élteren ersten war, wurden die Fldchen
iiber die beiden Kalibriergeraden (alte und neue Lampe) der externen Standardreihen umge-
rechnet.

Sdulentyp 1: Tosoh Bioscience, TSK-GEL G 3000 SWXL

Zu Beginn der Arbeit wurden die Proben mit einer SEC-Sdule von Tosoh Bioscience, TSK-GEL
G 3000 SWXL, 30 cm x 7,8mm ID, mit einem 100 mM Na3;PO; Puffer in die Fraktionen
aufgetrennt. Dieser Sdulentyp ist mit Silicat gefiillt, das mit hydrophilen Gruppen derivatisiert
1st.

Zur Bestétigung der Trennleistung der Sdule wurden die Rezepturbestandteile jeweils alleine und
als komplette Rezeptur injiziert. Abb. 2-23 zeigt ein iiberlagertes Chromatogramm der vier
Injektionen. Anhand der dicken Linie (Rezeptur) ist deutlich erkennbar, dass die Hilfsstoffe
Saccharose, Arginin, Phenylalanin und G-CSF Monomer getrennt detektiert werden.
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Abb. 2-23: Uberlagerung verschiedener Injektionen

Bei mehreren Sdulen des Typs TSK GEL G 3000 SWXL trat nach einer Injektionszahl von ca.
250 zum einen starkes Tailing des Monomer-Peaks (Abb. 2-24) bzw. zum anderen eine
ungeniigende Trennung in Form eines Doppel-Peaks des Monomers (Abb. 2-25) auf.
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Abb. 2-24: Tailing des G-CSF Monomer-Peaks

Abb. 2-25: Doppel-Peak des G-CSF Monomer-Peaks

Reinigungsprozeduren zeigten keine Verbesserung. Einzige Abhilfe brachte die Verwendung
einer neuen Sdule. Obwohl fiir die Trennung von G-CSF dieser Sdulentyp bzw. dieses
Sdulenmaterial in diversen Literaturstellen zitiert wird, konnte kein Hinweis in der Literatur auf

die beobachtete kurze Lebensdauer der Sdule gefunden werden [42,134-137].

Siulentyp 2: Tosoh Bioscience, TSK-GEL G 3000 PWXL

Es wurde die Trennung der Proben mit einem anderen Saulentyp (TSK G 3000 PWXL)
(Detektion bei 215 nm) versucht. Die Sdule ist mit einem Methacrylat-Polymer befiillt.

Drei Testbedingungen veranschaulichen die Probleme bei der Fraktionierung der Proben.

Die tiberlagerten Kurven in den folgenden Abbildungen sind an der y-Achse verschoben, damit
die einzelnen Kurvenverldufe besser erkannt werden konnen.

Testbedingung 1: Laufpuffer: 100 mM Natriumphosphat mit pH 7.0

Detector!3
puffer 0.‘95 mg gesf

mV

a-1
|

600

500

400

300
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Abb. 2-26: iiberlagertes Chromatogramm mit Arginin, Phenylalanin und G-CSF

In Abb. 2-26 kommt es zu Uberlagerung von Arginin und dem G-CSF Monomer bei nahezu

gleicher Retentionszeit.
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Testbedingung 2: Laufpuffer: 300 mM Natriumphosphat mit pH 7,0 (héher molarer Puffer)

Detector B Detector|3

mv
mV

Minutes

Arginin Phenylalanin G-CSF

Abb. 2-27: iiberlagertes Chromatogramm bei h6her molarem Laufpuffer

Durch Erhéhung der Molaritdt des Laufpuffers kommt es zu einer starken Verschiebung des
G-CSF-Monomer-Peaks. Wihrend ein 100 mM Puffer zu einer Uberlagerung mit Arginin fiihrt,
erfolgten bei 300 mM eine Uberlagerung des Phenylalanins mit mdglichen Aggregat- und/ oder
Dimer-Fraktionen sowie eine unzureichende Abtrennung des Monomer-Peaks (Abb. 2-27).

Testbedingung 3: Laufpuffer: 300 mM Natriumphosphat mit pH 4,2 (hsher molarer, saurer Puffer)

mV
mV

Minutes

Arginin G-CSF Phenylalanin

Abb. 2-28: iiberlagertes Chromatogramm bei héher molarem, saurem Laufpuffer
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Durch Erniedrigung des pH-Wertes des Laufpuffers verschiebt sich der Monomer-Peak wieder
zwischen den Arginin- und Phenylalanin-Peak. Auch hier erfolgt keine akzeptable
Fraktionierung der Probe (Abb. 2-28).

Aufgrund dieser Trennergebnisse ist die TSK G 3000 PWXL Séule fiir die Anwendung
ungeeignet.

Saulentyp 3: Pharmacia, Superdex 75 HR 10 / 30 (funktionierende Fraktionierung)

Die Sdule Superdex 75 HR 10 / 30 ist mit einem quervernetzten Gemisch aus Agarose und
Dextran befiillt.

Erst durch Verwendung dieser Sdule in Verbindung mit einem 300 mM Natriumphosphat-Puffer
mit pH 7,0 konnten die Proben in ihre Aggregat-, Dimer-, Monomer- und Fragment-Fraktionen
aufgetrennt und bei 215 nm detektiert werden. Die Hilfsstoffe storten dabei die Detektion der
einzelnen Fraktionen nicht (Abb. 2-29, Abb. 2-30).

] Detector 3 Detector 3
7-53nw1

mv
mV

35 40
Minutes
Aggregate Dimer Monomer Fragmente \
Arginin Phenylalanin

Abb. 2-29: G-CSF Chromatogramm einer Trennung mit der Superdex-Siiule

Die Abb. 2-29 zeigt die in 2 Aggregat-, Dimer-, Monomer- und Fragment-Fraktionen getrennte
G-CSF-Probe (untere Linie) bzw. die Monomer-Fraktion neben den beiden Peaks von Arginin
und Phenylalanin (obere Linie). Es ist klar erkennbar, dass die Fragment-Fraktionen der
aminosdure- freien Rezeptur durch die beiden groBlen Peaks der beiden Aminosduren der
aminoséure- haltigen Rezeptur tiberdeckt werden.
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Abb. 2-30: EPO-Chromatogramm einer Trennung mit der Superdex-Siule

Abb. 2-30 zeigt die in 2 Aggregat-, Dimer-, Monomer- und Fragment-Fraktionen (unten) bzw. in
Aggregat-, Monomer- und Aminoséure-Fraktionen (oben) getrennten EPO-Proben.

2.2.3.10. Asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF4) + MALLS

Zum Abgleich und zur Uberpriifung der SEC-Daten wurde eine Methode zur Trennung der SEC-
Proben an der AF4, Fa. Postnova, Eresing, entwickelt. Die verwendete Anlage ist analog einer
HPLC-Anlage mit Pumpe, Autosampler, Detektor und Auswerteeinheit aufgebaut.

Inflaw Clutflow
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i
i
|
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—
— % _~ Parabolic flow profile '
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Abb. 2-31: Trennkanal einer AF4-Anlage

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



2. MATERIAL UND METHODEN 53

Bei der AF4 tritt an die Stelle der bei der SE-HPLC verwendeten Trennsdule ein Trennkanal
(Abb. 2-31), der auf seiner Unterseite durch eine Membran mit einer definierten Ausschlussgrenze
begrenzt wird. Der Kanal wird von links nach rechts laminar mit Puffer durchspiilt, wobei sich
ein parabolisches Stromungsprofil ausbildet. Neben diesem horizontalen Pufferfluss besteht eine
senkrecht zu diesem Fluss gerichtete Flussrichtung durch die Membran. Auf die Probenmolekiile
wirkt durch den Querfluss eine Kraft, welche die Molekiile gegen die Membran driickt. Dieser
Querfluss-Kraft wirkt aufgrund der Fick’schen Diffusionsgesetze eine Diffusionskraft in den
Kanal hinein entgegen. Es bildet sich ein Gleichgewichtszustand aus. Kleine Molekiile besitzen
eine hohere Diffusionskraft als grole Molekiile.

Die Trennung der fokussierten Probe wird mit einer Mischung aus horizontalem und vertikalem
Fluss durchgefiihrt. Durch die Fokussierung befinden sich die kleinen Molekiile in einem
Bereich mit hoherer FlieBgeschwindigkeit des Puffers durch den Kanal. Daher werden die
Molekiile von kleinerer zur grofleren Grofle der Reihe nach aus dem Kanal eluiert und vom
Detektor erfasst. Das entstehende Fraktogramm (entspricht dem Chromatogramm bei einer SEC-
Analytik) bildet von links nach rechts die Fraktionen Fragment, Monomer, Dimer und Aggregate
ab.

Als Laufpuffer wurde fiir die Versuche der gleiche Puffer wie fiir die SEC verwendet. Der
Autosampler war auf 6 °C gekiihlt. Pro Injektion wurden 100 bzw. 200 pl Probe in den Kanal
injiziert. Die Ausschlussgrenzen der Membranen lagen bei 5 kDa. Fiir die Untersuchung der
Proben auf Fragment-Anteile wurden zusédtzlich 1 und 10 kDa Membranen benutzt.

Zur Detektion wurde ein UV-Detektor, Spectra Physics UV 1000, Thermoquest, Egelsbach, bei
verschiedenen Wellenldngen (215 nm und 280 nm) verwendet. Die Detektion bei 215 nm wurde
aufgrund der groBBeren Spezifitdt standardméBig angewandt. Nur zur Untersuchung der Proben
auf Fragment-Anteile wurde die Detektion bei 280 nm ausgeniitzt.

Mit Mehrwinkel-Lichtstreu-Detektor (MALLS), miniDAWN, Wyatt, Schweitenkirchen/
Diirnzhausen, konnte eine Molmassen-Bestimmung der via AF4 fraktionierten Analyten
realisiert werden. Die quantitative Auswertung erfolgte anhand eines externen G-CSF Standards
mit den ermittelten AUC-Fldchen des UV-Detektors.

2.2.3.11. Rasterelektronenmikroskopie

Zur Bestimmung der Oberflichenmorphologie der getrockneten Proben wurde ein
Rasterelektronenmikroskop, Feld Emissions Scannendes Elektronen Mikroskop Typ JSM-
6500F, Fa. Jeol, Eching, eingesetzt. Das Probenmaterial wurde nach dem Verreiben in einem
Achatmorser auf einen Messingzylinder mit minimalen Mengen Klebstoff aus einer
HeiBklebepistole befestigt. Um die Leitfahigkeit der Proben zu erhohen, wurden die Zylinder
anschliefend mit Gold besputtet.
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3. OPTIMIERUNG DER VAKUUMTROCKNUNG

Das Kapitel Optimierung der Vakuumtrocknung behandelt die Evaluierung verschiedener Geréte
hinsichtlich ihrer Eignung zur Vakuumtrocknung. Daneben werden Ergebnisse zur Optimierung
der Vakuumtrocknungsverfahren vorgestellt.

3.1. Ergebnisse mit dem Rotationsvakuumkonzentrator

Es waren viele Trocknungsversuche notwendig, um ein Programm fiir die Vakuumtrocknung zu
entwickeln, bei dem es zu keinem Siedeverzug und keinem Einfrieren der Proben kam
(vgl. 2.2.1.1.). In den Versuchen wurde jeweils 0,5 ml Placeborezeptur SAP7,4 in 2R-Vials
getrocknet.

Vakuumtrocknung von Placeborezeptur SAP7.4 im RVC

Der zur Trocknung benutzte Zentrifugenrotor besall eine definierte Schraglage fiir die Proben
und konnte nicht ausschwenken. Wéhrend der Entwicklung des Trocknungsprogrammes fiel auf,
dass die Proben keine grovolumigen Kuchen wie bei der Gefriertrocknung lieferten, sondern
dass sich das trocknende Produkt am Boden des Vials aufkonzentrierte. Durch die Schriglage
der Proben im Rotor war die Schichtdicke im Vial unterschiedlich stark. Es bestand die Gefahr,
dass Wasser in Form von Feuchtigkeitsnestern eingeschlossen werden konnte. Um dies zu
vermeiden, die Trocknung zu beschleunigen und den ungiinstigen rubber-Zustand moglichst
schnell zu durchqueren, wurden die Proben bis kurz vor den hochviskosen rubber-Zustand im
Rotor aufkonzentriert. AnschlieBend wurden die Vials im Zentrifugenraum stehend weiter-
getrocknet. Auf diese Weise konnte eine gleichméBige Schichtdicke erhalten werden.

Um zu verhindern, dass die Vials ungleichméBig von den IR-Lampen mit Wiarmestrahlung
versorgt werden, wurden sie in einem Rechteck angeordnet (vgl. Abb. 2-6, Kapitel 2.).

Durch gravimetrische Bestimmung des Wasserverlustes wurde der Unterschied zwischen innen
und auBlen stehenden Vials untersucht. Wie zu erwarten war, trockneten die beiden innen
stehenden Proben wegen der kiirzeren Distanz zu den Lampen und der fehlenden Abschirmung
durch die nebenstehenden Vials schneller bzw. waren trockener als die beiden aulen stehenden.
In Abb. 3-1 sind die Mittelwerte (MW) des Wasserverlustes in Abhédngigkeit von der Trocknung
aufgetragen.

Wasserverlust

100,4 jA
100,0 - A/A;%‘;?&
99.6
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98,4
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—— MW Vials innen / auBen —A— MW Vials innen —6— MW Vials aufen

Abb. 3-1: Wasserverlust (Mittelwerte) in Abhiingigkeit vom Standort
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Fazit:

Durch das Entfernen der Proben aus dem Rotor nach der Aufkonzentrierung und dem Aufstellen
der Vials im Zentrifugenraum zur Nachtrocknung konnte ein trockenes Produkt mit
gleichmiBiger Schichtdicke erhalten werden. Allerdings wurden die Proben aufgrund ihrer
rdumlichen Anordnung im Zentrifugenraum unterschiedlich trocken. Je mehr Vials angeordnet
werden, desto stirker wird die Abschirmung fiir die innen in einer Gruppe stehenden Vials und
desto ausgepragter sollte der Unterschied in der Trocknung werden.

Erste Vakuumtrocknung von G-CSF-haltiger Rezeptur SAP7.4 im RVC

Nach dem Aufheizen des RVC von Raumtemperatur auf 60 °C innerhalb von 20 min wurde fiir
weitere 166 min bis Versuchende nach 186 min die Temperatur konstant gehalten.

Abb. 3-2 zeigt das SEC-Chromatogramm der getrockneten und wieder rekonstituierten Probe im
Vergleich zu ungestresster Rezeptur und G-CSF-Bulklosung. Die beiden letzteren sind zur
besseren Ubersicht an der X-Achse verschoben.

Das G-CSF in der Rezeptur wurde wihrend der Trocknung stark abgebaut. Das SEC-
Chromatogramm (Abb. 3-2) unterscheidet sich stark von den Referenzkurven. Setzt man die
erhaltene Fldche der Rezeptur ins Verhiltnis zu den durchschnittlichen Fldchen von G-CSF, so
waren nur 18,2 % G-CSF als Monomer nach der Trocknung tibrig.

Als Mittelwert der Wasserverluste ergab sich ein Wert von 99,6 %. Dies lieB auf trockene
Proben mit einem Restwassergehalt <2 % schlieen.
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] ' ' G-CSF- Bulk ' ' ' '
RVC getrocknet

maAlLl
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155 16,0 16,5 17.0 17,4 18,0 1845 180 18,5 20,0
Minutes

Abb. 3-2: SEC- Chromatogramm: ,,RVC 60 °C* (Kurven an der x-Achse verschoben)

Fazit:

Obwohl durch die Vakuumtrocknung ein niedriger Restwassergehalt und damit gilinstige
Bedingungen fiir das Protein geschaffen wurden [90,92,138], konnte nur ein niedriger Monomer-
Gehalt erzielt werden. Der Abbau des G-CSF musste durch die Wirmeeinwirkung
(60 °C im RVC) wihrend der Trocknung stattgefunden haben [139,140]. Viele Proteine besitzen
im Bereich von 10 °C und 40 °C einen stabilen Zustand, wiahrend es unter- und oberhalb dieses
Bereichs verstérkt zur Destabilisierung kommen kann [40].
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Zweite Vakuumtrocknung von SAP7.4 im RVC und auf der Stellfldche der Kiihlfalle des RVC
Die Proben wurden 23 min aufkonzentriert und eine Stunde bei 60 °C getrocknet. Zur
Produktschonung wurde die Temperatur dann auf 45 °C abgesenkt und bis Versuchende nach
insgesamt 153 min konstant gehalten.

Wihrend der Aufkonzentrierungsphase im Rotor wurden Proben fiir die SEC gezogen. Die
Nachtrocknung der Vials erfolgte zum einen stehend in der Zentrifuge und zum anderen auf der
temperierten Stellfliche der Kiihlfalle. Am Ende der Trocknung wurde jeweils eine Probe aus
der Zentrifuge und von der Stellflache auf ihren Monomer-Gehalt mit SEC untersucht.

Wihrend der Autheiz-/Aufkonzentrierungsphase bis zur 23. min nahm der Monomer-Gehalt an
G-CSF nur wenig ab.

Bei der in der Zentrifuge fertig getrockneten Probe konnte auBler den beiden Hilfsstoff-Peaks
keine G-CSF-Fraktion mehr nachgewiesen werden (Abb. 3-3). Dies ist iiberraschend, da bei
diesem Versuch die Trocknungsdauer im Vergleich zum vorherigen Versuch um 33 min kiirzer
war und weniger Energieeintrag durch Absenkung der Temperatur von 60 auf 45 °C im letzten
Trocknungsschritt erfolgte. Der Wasserverlust von 99,7 % war vergleichbar zum vorherigen
Versuch.

Die Probe, die fiir die Nachtrockung auf der Stellfliche der Kiihlfalle stand, enthielt 41 %
G-CSF-Monomer.

! uvioo/3 | uvioo/3 ! luvio0i3 !
: R’V(‘: 0 ! RVC 29‘5 Zentrifug% :va 203 Ki‘hhlfalle

———————— =30

ffffffff - r2s

- r20

mAU

Trocknung in der Kiihlfalle |
Trocknung in der Zentrifuge 37

Minutes

Dimer Monomer Arg Phe

Abb. 3-3: SEC-Chromatogramm: ,,RVC 60/45 °C* (Kurven an der Y-Achse verschoben)

Fazit:

Aufgrund des gilinstigen, niedrigen Restwassergehaltes wire ein hoherer Monomer-Gehalt zu
erwarten gewesen. Der Trocknungsprozess fiihrte trotz Erniedrigung der Trocknungstemperatur
zu grolem Monomer-Verlust. Das bislang erreichte Ergebnis war, wie beim Versuch vorher,
nicht befriedigend.
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Aufkonzentrierung im RVC und Nachtrocknung im Vakuumtrockenschrank (VTS-1)
Mit diesem Versuchsansatz wurde untersucht, ob der Monomer-Gehalt durch die Kombination
von RVC und dem Vakuumtrockenschrank (VTS-1) erhdht werden kann (vgl. Kapitel 2.2.1.2.).

Der Wasserverlust im RVC verlief linear und schnell. Fiir die Nachtrocknung im VTS-1
verringerte sich die Trocknungsrate stark (Abb. 3-4). Wihrend der Aufkonzentrierungsphase im
RVC reduzierte sich der Gehalt an G-CSF um ca. 10 % bei einem gleichzeitigen Wasserverlust
von 84,8 % (Abb. 3-4). In der daran anschlieBenden 20-stiindigen Trocknung bei 40 °C im VTS-1
trat weiterer Monomerverlust von ca. 9 % zu einem Endgehalt von 81 % G-CSF auf.

Die G-CSF-Gehalte in Tab. 3-1 sind als Mittelwerte zweier Proben angegeben. Zum ersten Mal
traten nach 23 min Neben-Peaks in Form von Aggregat bzw. Dimer auf. Ein direkter
Zusammenhang zwischen der Abnahme des Monomer-Gehaltes und des Auftretens der Neben-
Peaks war nicht zu erkennen (Tab. 3-1). In Abhingigkeit von der Trocknungsdauer kam es zu
einer Abnahme der mit SEC wiedergefundenen Proteinmenge. Diese Problematik wird in
Kapitel 4.3. nédher erldutert.

Zeit Aggregat +
[min] D%rgnerg [ | Monomer[%]
0 0 100
14 0 97,1
RVC 23 1,5 95,4
30 5.6 94,9
38 49 94,1
43 0 89,8
88 42 83,4
VTS-1 | 119 2,8 82,3
1243 5,3 81,4

Tab. 3-1: SEC-Daten der Kombination aus RVC und VTS-1

Wasserverlust und G-CSF- Gehalt

100 100
90 R — 98

80 - 1+ 96
70 1 o4
60 92
50 90
40 88
30 1 86
20 - 1 84
10 82

0® + 80
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Zeit [min]

Wasserverlust [%]
G-CSF- Gehalt [%]

‘ —O— Wasserverlust —€— G-CSF- Gehalt

Abb. 3-4: WV und Gehalt bei RVC + VTS-1

Fazit:

Die Kombination beider Trocknungsverfahren deutet darauthin, dass es moglich ist, G-CSF
schonend zu trocknen. Allerdings ist der G-CSF-Verlust zu hoch und die Trocknungskapazitit
fiir eine groBtechnische Anwendung durch den zweistufigen Prozess unpraktikabel.
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3.2. Ergebnisse mit dem Vakuumtrockenschrank VTS-1

Erste Vakuumtrocknung im VTS-1

Der néchste Schritt bei der Optimierung der Vakuumtrocknung war eine komplette Trocknung
im VTS-1. Ziel des Versuches war zu iiberpriifen, ob mit dem VTS-1 alleine schonender und
schneller als mit dem RVC bzw. einer Kombination aus beiden Geriten getrocknet werden kann.

Die Proben wurden in einem konstant 40 °C temperierten VTS-1 getrocknet. Zur Vermeidung
von Siedeverzug wurde mit der Membranvakuumpumpe der Druck kontinuierlich auf 75 mbar
abgesenkt und dann auf automatische Siedepunktsnachfiihrung (ASN) umgeschaltet. Der Druck
wurde bis 13 mbar gesenkt und konstant gehalten.

Nach 1, 5 und 20 h Trocknung wurden Proben gezogen und auf ihren WV und je 2 auf den
G-CSF-Gehalt untersucht. Tab. 3-2 listet die Ergebnisse der Trocknung auf.

Zeit [h] 0 1 5 20
G-CSF-Gehalt [%] 100 | 91,9| 93,6| 92,5
Wasserverlust [%] 0/100,21100,7|101,0

Tab. 3-2: SEC-Daten zur Vakuumtrocknung im VTS-1

Die Auswertung der Daten ergab, dass bereits nach einer Stunde Trocknung der gravimetrisch
bestimmbare maximale Wasserverlust erreicht wurde. Der G-CSF-Gehalt der drei Messungen
bewegte sich um die 92,5 %.

In Abb. 3-5 und Abb. 3-6 werden die Ergebnisse dieses Versuchs mit denen des vorherigen
verglichen.

Mit dem VTS-1 () war es moglich, innerhalb von 60 min einen maximalen Wasserverlust zu
erreichen. Mit der Kombination von RVC und VTS-1 (@) wurden 90 % Wasserverlust erst nach
2 Stunden erzielt (Abb. 3-5).

Im Vergleich zur Kombination erniedrigte sich im VTS-1 (=) ebenso wihrend der ersten
60 min der G-CSF-Gehalt um ca. 7-8 %. Da aber danach bereits der maximale Trocknungsgrad
der Proben erreicht war, nahm dann der Abbau nicht weiter zu. Bei der Kombination RVC +
VTS-1 () fand so lange G-CSF-Abbau statt, bis ein Wasserverlust von 97,8 % zum Zeitpunkt
119 min erreicht war (Abb. 3-6).
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Abb. 3-5: WV von der Kombination von RVC + VTS-1 und VTS-1 alleine
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Abb. 3-6: G-CSF-Gehalt von der Kombination von RVC + VTS-1 und VTS-1 alleine

Fazit:

Mit diesem Versuch konnte die prinzipielle Eignung einer vollstdndigen Trocknung im VTS-1
gezeigt werden. Die Kontrolle von Siedeverziigen bzw. zwischenzeitlichem Einfrieren gestaltete
sich im VTS-1 einfacher als im RVC.

Mit dem VTS-1 lief3 sich Rez. SAP7,4 schneller und schonender als mit dem RVC trocknen. Fiir
den Erhalt der Stabilitit ist ein moglichst ziigiges Durchqueren des rubber-Zustandes
entscheidend [102,141-147]. Die Lagerung der fliissigen Rez. SAP7,4 bei 40 °C fiihrt zum
Vergleich innerhalb von 3 h zur Aggregation des G-CSF. Wihrend der Trocknung schiitzt
Verdunstungskélte das G-CSF. Je schneller der trockene Zustand erreicht wird, desto glinstiger
wirkt sich dies auf den Monomer-Gehalt aus.

Zweite Vakuumtrocknung im VTS-1

Da die Chargengrofle in diesem ersten vollstdndigen Prozess im VTS-1 nur 6 Vials umfasste,
wurde ein weiterer Versuch mit einer Charge von 154 Vials angeschlossen.

Fir 7:20 h:min wurden Proben bei 40 °C im VTS-1 in Kombination mit Kiihlfalle und
Membranvakuumpumpe mit ASN getrocknet.

Aufgrund des groBen Probenautkommens und einer Laufzeit von 50 min pro Probe in der SEC
konnten die Proben nicht sofort analysiert werden. Um alle Proben mit den gleichen
Bedingungen untersuchen zu konnen, wurden sie nach dem Verbordeln der Vials in
Fliissigstickstoff getaucht und schockgefroren. Bis zur SEC-Analyse lagerten die Proben bei
—20 °C.

Der Wasserverlust verlief bis zum Zeitpunkt 140 min mit einem Wert von 98,2 % linear und
néherte sich dann mit 99,7 % am Prozessende nach 440 min dem maximal moglichen WV an.
Wihrend im vorherigen Versuch mit einer Beladung von 6 Vials bereits nach einer Stunde der
maximale WV erreicht wurde, verschob sich dieser Punkt nun um mehr als 6 Stunden nach
hinten. Die insgesamt groflere Wassermenge verursachte eine notwendige Verldngerung der
Trocknungszeit.

Fiir die letzten beiden Probezug-Zeitpunkte (180 min und 440 min) wurde der Restwassergehalt
(RWG) festgestellt. Als Mittelwert wurde fiir beide Probenzeitpunkte ein RWG von 0,3 % bzw.
0,2 % bestimmt.
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Vom Trocknungs-Ende wurde von drei Proben die Glasiibergangstemperatur (T;) mit einem
Mittelwert von 33,6 °C ermittelt. Mattern gab in seiner Arbeit fiir die gleiche Rezeptur einen T,
von ca. 55 °C bei einem RWG von ca. 1,5 % an [17].

Im Vergleich mit diesen Daten erscheint der kleine RWG und der gleichzeitig niedrige T,
unplausibel. Bei den Karl-Fischer-Messungen handelt es sich um die ersten Messungen, die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt worden waren. Bei der Vorbereitung dieser Proben wurde
noch kein Ultraschallbad verwendet. Es besteht die Moglichkeit, dass das in den Proben
vorhandene Wasser nicht vollstdndig aus der getrockneten Matrix eluiert worden war und daraus
der scheinbar niedrige RWG resultierte.

Am Ende der Trocknung lagen noch 84,8 % G-CSF als Monomer vor. Durch die Verldngerung
der Prozessdauer erniedrigte sich gleichzeitig der Monomergehalt. Wahrend bei der vorherigen
Trocknung ein Gehalt von 92,5 % am Ende der Trocknung noch bestimmt werden konnte,
verursachte die Verldngerung der Trocknung einen hoheren Abbau des G-CSF. Das Protein
befand sich lidnger in einem hochkonzentrierten Zustand und konnte erst spiter den stabilen
trockenen Zustand erreichen.

Das Kapitel 4. wird ndher auf das Aggregations-Verhalten und die Problematik des rubber-
Zustandes eingehen.

Da es aus sicherheitstechnischen Griinden nicht moglich war den VTS-1 weiter als 10 mbar zu
evakuieren, wurde fiir weitere Versuche ein anderer Vakuumtrockenschrank (VTS-2) der Fa.
Memmert beschafft. Die weitere Optimierung der Vakuumtrocknung wird in Kapitel 3.4.
fortgesetzt.

Fazit:

Der zweite Vakuumtrocknungsversuch im VTS-1 bestditigt den direkten Zusammenhang
zwischen dem Erhalt der Stabilitdt und der Trocknungsdauer auf. Je ldnger das Protein sich im
rubber-Zustand befindet, desto grofer ist der Proteinverlust [102,141-147].
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3.3. Ergebnisse mit dem IR-Dancer

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse vorgestellt, die bei der Evaluierung des IR-Dancers
(IRD) zur Eignung auf Vakuumtrocknung erhalten wurden.

Es war die Hauptintention zu iiberpriifen, ob der IRD im Vergleich zum RVC bzw. VTS-1
Vorteile bei der Trocknung von fliissigen Proteinzubereitungen bietet.

Der IRD unterscheidet sich in der Art und Weise ,wie die Proben aufkonzentriert werden sollen,
grundlegend von der des RVC:

1. Durch die Vibration wird die Probe durchmischt und die Verteilung der zugefiihrten
thermischen Energie unterstiitzt. Die daraus resultierende Homogenisierung vermindert
die Tendenz zum Siedeverzug.

2. Die Probenoberfliche wird durch die Vibration vergroBert und der Ubergang vom
fliissigen in den gasformigen Zustand durch Verdunsten bzw. Verdampfen wird
beschleunigt.

3. Im Gegensatz zum RVC unterliegt beim IR-Dancer die Dampfphase keiner
Zentrifugalkraft. Dadurch soll das Absaugen der Dampfphase begiinstigt werden.

Die Verfahrensentwicklung eines optimierten Trocknungsprogrammes gestaltete sich allerdings
schwierig. Trotz Verwendung der Membranvakuumpumpe mit automatischer Siedepunktsnach-
fiihrung (ASN) waren nur 9 von 27 durchgefiihrten Versuchen verwertbar, da bei den restlichen
Siedeverzug auftrat. Versuch V5 und V17 sind zwei der neun erfolgreichen Versuche.

Bei den Versuchen zu Beginn wurden die Proben bei konstant 40 °C getrocknet. Das Trocknen
bei den unterschiedlichen Vibrationsraten verursachte einige Fehlversuche, da aufgrund der
Schiittelbewegung das Einsetzen des Siedens visuell nicht rechtzeitig erkannt werden konnte.
Der Versuch, die Trocknung ab 25 min durch weiter erhdhte Temperatur zu beschleunigen,
fiihrte immer zu Siedeverziigen.

SchlieBlich wurden noch 4 Versuche bei Raumtemperatur ohne Warmezufuhr durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Versuche bei 40 °C sind als Mittelwerte von einer Doppelbestimmung
angegeben, wihrend die Ergebnisse der RT- Versuche auf einem Einzelwert basieren.

Die Reproduzierbarkeit der Versuche war ungeniigend. Fiir jede Parameterkombination
(Temperatur und Vibration) musste ein individuelles Trocknungsprogramm bestimmt werden.
Beim erneuten Verwenden eines Trocknungsprogramms musste dieses beim Vakuum modifiziert
werden, da Siedeverzug aufgetreten war.

Beim IRD wurden neben der bisher benutzten Rez. SAP7,4 auch die Rez. SP7,4 getrocknet. In
Abb. 3-7 und Abb. 3-8 sind die Ergebnisse des Wasserverlustes (&) (exemplarisch anhand
SP7,4) und des G-CSF-Gehalts von Rez. SP7,4 (1) und SAP7,4 () von Versuch V5 und V17
aufgetragen.

Die beiden Versuche mit der Einstellung Schiitteln Stufe 5,5 und Heizung 40 °C fiihrten zu
dhnlichen Endergebnissen, allerdings wiesen sie wahrend des Laufs deutliche Unterschiede beim
Wasserverlust und den G-CSF-Monomer-Gehalten auf. Bei Versuch V17 ist eine deutliche Lag-
Phase zu Beginn der Trocknung zu erkennen. Diese wurde durch die geringeren
Vakuumbedingungen verursacht. Bei V5 konnte bereits innerhalb der ersten 15 min das
maximale Vakuum von 7 mbar erreicht werden, wihrend bei V17 erst 20 min spéter diese
Bedingungen herrschten (Abb. 3-7, Abb. 3-8).
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Abb. 3-7: IR-Dancer Versuch V5 Abb. 3-8: IR-Dancer Versuch V17

Bei Versuch V5 wurde der Wasserverlust von mehr als 98 % bereits nach 45 min, bei Versuch
V17 erst nach 60 min erreicht. Der G-CSF-Monomer-Endgehalt war bei Rez. SAP7,4 mit
96,4 % bzw. 97,1 % hoher als bei Rez. SP7,4 mit 83,9 % bzw. 85,3 % (Tab. 3-3).

Zeit [min] G-CSF-Endgehalt
Versuch | _Pis WV >98% [%]
SP7,4 | SAP7,4| SP7,4 | SAP7.4
V5 45 45 83,9 96,4
V17 60 60 85,3 97,1

Tab. 3-3: Vergleich der Ergebnisse aus den V5 und V17 (Vibration 5,5 und Temp. 40 °C)

Wie in Abb. 3-7 und Abb. 3-8 deutlich zu sehen ist, sank der Monomer-Gehalt wihrend der
Trocknung rapide ab und stieg kurz darauf wieder steil an. In Kapitel 4.1. wird dieses eingehend
erliutert.

Abhéngigkeit des Wasserverlustes von der Temperatur bzw. von der Vibrationsrate

Weder bei den beheizten (40 °C) (Tab. 3-4), noch bei den bei RT (Tab. 3-5) getrockneten Proben
erzielte das Schiitteln eine Beschleunigung der Trocknung. Die Zufuhr von Wérme lie} die
40 °C Proben im Vergleich zu den RT-Proben schneller trocknen.

Allerdings fiel hierbei der RT-Versuch mit Vibrationsstufe 5,5 aus dem Rahmen, da dort nach
60 min ein Wasserverlust von ca. 98 % gemessen werden konnte.

Vibration Zeit [min] bis WV > 98% Vibration Zeit [min] bis WV > 98%
10-10 SP7.,4 SAP7.,4 10-101 SP7.,4 SAP7,4
0 60 60 0 180 180
3,5 45 60 3,5 180 180
5,5 45 45 5,5 60 120
7,5 60 60 7,5 180 180
10 45 60 10 - -

Tab. 3-4: Zeit bis WV > 98 % bei 40 °C

Tab. 3-5: Zeit bis WV > 98 % bei RT
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Die fehlende Abhingigkeit zwischen Vibrationsrate und Wasserverlust resultiert aus der
Erniedrigung der Probentemperatur durch die Verdunstungskélte. Je stirker die Vibration ist,
desto grofBer wird die OberflichenvergroBerung. Dadurch erhdht sich zunidchst die
Verdunstungsrate. Dies hat eine grofere Verdunstungskilte zur Folge. Somit verkleinert sich die
Verdunstungsmenge durch die sinkende Probentemperatur wieder. Es findet eine negative
Riickkopplung statt (Abb. 3-9). Das System ist ,, selbstregulierend®.

Vibration | )| Oberfliiche %

:> Verdunstung I ﬂ
Temperatur 1) ﬂ E

Il

Negative a
t kalt
Rl i Verdunstungskalte I ﬂ

Abb. 3-9: Trocknungs- Mechanismus mit negativer Riickkopplung

Durch zu starke Erhdhung der Wéarmezufuhr kann es jedoch leicht zum Siedeverzug kommen.
Um eine Trocknung ohne Siedeverzug zu gewdihrleisten, miissen die Parameter Druck,
Temperatur und Vibration fiir jede Rezeptur individuell fiir den Trocknungsprozess entwickelt
werden.

e Stabilisierungsverhalten von Rez. SP7.4 und SAP7.4 bei 40 °C

Wihrend der 40 °C Trocknung trat bei Rez. SAP7,4 starke Triibung auf (siche grau unterlegte
Felder in Tab. 3-6). Bei allen anderen Proben konnte keine Triibung beobachtet werden.

Ein direkter Zusammenhang bei 40 °C, Vibrationsstirke und G-CSF-Abbau konnte festgestellt
werden. Je mehr Vibration, desto grofler war der Monomerverlust. Fiir die SAP7.4 stellten die
beiden Vibrationsstufen 10 und 7,5 bei 40 °C offensichtlich ungeeignete Trocknungs-
bedingungen mit hohem Stresspotential fiir das Protein dar (Tab. 3-6).

Bemerkenswert in diesem Zusammenhang war das Stabilisierungsverhalten von der SP7,4 bei
den genannten Stress-Bedingungen. Bei beiden Temperaturen traten keine Triibungen auf. Die
SEC-Daten belegten fiir Schiitteln mit Stufe 10 immerhin noch 74,7 % und mit Stufe 7,5 sogar
85,4 % G-CSF-Monomer nach der Rekonstitution (Tab. 3-6). Der hohe Anteil an Phenylalanin
stabilisierte offensichtlich besser bei diesen Trocknungsbedingungen. SAP7,4 mit weniger
Phenylalanin und zusitzlich gleicher Menge Arginin war fiir diese Trocknungsbedingungen
nicht geeignet.

Bei geringerer Vibration der beiden Rezepturen wurde dagegen festgestellt, dass die Mischung
von SAP7,4 bessere SEC-Daten lieferte als SP7,4.
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Vibration [0-10 -CSF-Gehalt [°

Vibration [0-10]| O CSF-Gehalt [%] o G-esEGehalt e
SP7.4 SAP7.4 SP7,4 SAP7.4

0 88,8 95,9 0 95,4 98.3

3,5 92,1 95,1 3,5 96,1 99,1

5,5 83,9 96,4 5,5 95,5 98,2

7,5 85,3 81,0 7,5 93,2 98,1

10 74,7 21,0 10 - -

Tab. 3-6: G-CSF-Gehalte [%] bei 40 °C

Tab. 3-7: G-CSF-Gehalte [%] bei RT

( ™ bedeutet getriibte Proben, alle anderen waren klar)

e Stabilisierungsverhalten von SP7.4 und SAP7.4 bei RT

Bei der Trocknung bei RT wurden Produkte mit 98,1 % — 99,1 % (SAP7.,4) bzw. 93,2 % —
96,1 % (SP7,4) G-CSF-Gehalt erhalten. Der im Vergleich zu der Trocknung bei 40 °C geringere
G-CSF-Verlust war mit einer lingeren Trocknungsdauer von drei Stunden verbunden. Die
Trocknung bei 40 °C lieferte bereits nach 60 min Produkte mit 95 % (SAP7,4) bzw. 83 % - 91 %
(SP7,4) (Tab. 3-7).

Um das G-CSF in eine stabile, trockene Zubereitung zu iiberfiihren, sollte die Rezeptur SAP7,4
verwendet werden.

Bei RT konnte keine Abhingigkeit von der Vibrationsintensitit festgestellt werden.

Fazit:

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem IR-Dancer in Abhingigkeit von der Temperatur, der
Vibrationsrate und der verwendeten Rezeptur G-CSF schneller als durch Gefriertrocknung,
getrocknet werden konnte. Bei hoher Vibrationsrate und hoher Temperatur trat eine fast
vollstindige G-CSF-Aggregation auf, bei optimalen Bedingungen waren 99% monomeres
G-CSF zu erhalten.

Beim IR-Dancer gestaltete sich die Entwicklung eines Trocknungsprogrammes durch die
Vibration der Proben schwierig. Ein rechtzeitiges, visuelles Erkennen eines drohenden
Siedeverzuges bzw. zwischenzeitliches Einfrierens war unmdglich. Rezepturen schonend und
gleichzeitig schnell zu trocknen war mit dem IR-Dancer schwieriger als im VTS-1 mit einem
Druck-Temperatur-Profil.

Der erwartete Effekt, die Trocknung durch die Oberflichenvergroflerung zu beschleunigen,
wurde durch die damit verbundene groBere Verdunstungsrate und den selbstregulierenden
Riickkopplungsmechanismus iiberdeckt. Eine Beschleunigung der Trocknung in Abhéngigkeit
von der Vibration konnte nicht beobachtet werden.

Im direkten Vergleich der Verfahren (VTS-1 und IR-Dancer) war durch das Schiitteln im
IR-Dancer eine Beschleunigung der Trocknung um ca. 15 min von ca. 60 min auf ca.45 min
moglich. Auch hier muss beriicksichtigt werden, dass beim IR-Dancer die Trocknung bei
Raumtemperatur begonnen wird, wihrend der VTS-1 bereits auf 40 °C vortemperiert war. Die
Vibration muss als Stressfaktor berticksichtigt werden.

Die resultierenden G-CSF-Gehalte lagen fiir die SAP7,4 Mischungen mit 95 — 99 % oberhalb
den VTS-1-Ergebnissen mit 92 %. Mit dem IR-Dancer war es zudem im Unterschied zum
VTS-1 moglich G-CSF fast ohne Abbauprodukte zu trocknen.
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3.4. Ergebnisse im Vakuumtrockenschrank VTS-2

In diesem Kapitel wird an die Ergebnisse von 3.3. angekniipft. Ziel war es mit einem
optimierbaren Gerdt die Vakuumtrocknung weiter zu verbessern.

Im Vakuumtrockenschrank VTS-2 wurden 36 Vials mit Rez. SAP7,4 und SAP4 zentral auf
beiden Blechen getrocknet. Auf dem unteren Blech in der unteren Schiene standen die Vials der
Rez. SAP7,4; auf dem oberen Blech in der mittleren Schiene standen die Vials SAP4. Der
Probenzug erfolgte alle 10 min (0-140 min), sowie nach 160 und 900 min In diesem Kapitel
werden zundchst nur die Proben vom Trocknungsende besprochen. Anhand aller Proben wird in
Kapitel 4.3. das beobachtete Aggregationsphdnomen des G-CSF untersucht.

Die Proben wurden unter Ausniitzung der ASN mit der Membranvakuumpumpe aufkonzentriert
und mit der Drehschieberpumpe nachgetrocknet.

Nach der Trocknungsdauer von 15 h konnte ein WV von 99,2 % - 101,1 % bestimmt werden.
Die Karl-Fischer-Titration lieferte einen RWG von kleiner 1 % fiir beide pH-Werte.

Bei der Rekonstitution der Proben fiel ab dem Probezeitpunkt 100 min auf, dass sich die Proben
teilweise schlechter rekonstituieren lieBen. Zum einen traten Opaleszenz und Triibung auf, zum
anderen blieben Probenbestandteile ungeldst zuriick.

Fir Rez. SAP7.,4 konnte ein G-CSF-Gehalt von 88,9 % und fir SAP4 ein Gehalt von 77,1 %
ermittelt werden. Der Wert fiir SAP7,4 ist vergleichbar mit dem Ergebnis der Trocknung der
grolen Charge im VTS-1, bei der 84,8 % Monomer nach der Trocknung wiedergefunden
wurden. Die prinzipielle Eignung des VTS-2 zur Vakuumtrocknung war damit bestitigt. Um
eine hohere Wiederfindungsrate beim Monomergehalt zu erhalten, mussten allerdings die
Trocknungsbedingungen weiter optimiert werden.

Bei der Trocknung wurden zwei weitere Beobachtungen gemacht:

Die Wasserverlustkurven der beiden Rezepturen unterschieden sich im Bereich von 30 min bis
150 min Rez. SAP7,4 trocknete schneller als SAP4. Die Ursache dafiir lag in der
Versuchsanordnung. Aufgrund der Anordnung der Bleche im VTS-2 trockneten die Proben auf
dem unteren Blech etwas schneller, da sie neben der direkten Warme vom eigenen Blech von der
Wirmestrahlung vom Blech dariiber profitierten.

Die zweite Beobachtung war, dass nach 120 min stetiger Trocknung die Wasserverlustkurve
etwas absank und nach dem Minimum wieder bis zum Ende anstieg. Da dieses Phdnomen bei
beiden Blechen auftrat, lag der Verdacht nahe, dass die Vials ungleichméBig beheizt worden
waren. Die Bleche sind an ihrer Unterseite mit einem Heizgeflecht beklebt. In der Mitte des
Bleches ist ein Thermofiihler zwischen dem Blech und dem Heizgeflecht positioniert. Er gibt
dem VTS-2 die Riickkopplung iiber die tatsdchliche Temperatur des Bleches. Dieser Fiihler stort
durch seine Anwesenheit die Ubertragung der Wirme auf das Blech und verursacht eine kiltere
Zone in der Mitte des Bleches.

Validierungsversuch 1 zur Temperaturverteilung auf beiden Blechen

Um die Temperaturverteilung der Bleche zu iiberpriifen, wurden zwei Validierungsversuche
gemal Kapitel 2.2.1.4. durchgefiihrt.

Der MV lag bei beiden Blechen zwischen 3 % bis 12 %. Die Abb. 3-10 und Abb. 3-11
illustrieren den Massenverlust auf den beiden Blechen. Die Abbildungen stellen eine Aufsicht
auf die Bleche dar und sind um 90 ° gegen den Uhrzeigersinn gedreht abgebildet.

Auf beiden Blechen gab es ober- und unterhalb der Blechmitte, wie die Abb. es zeigt, Bereiche
in denen ein groferer Massenverlust abgelesen werden konnte. Der Thermofiihler auf der
Unterseite der Bleche teilt den wéirmsten Bereich in der Blechmitte in zwei Hélften. Zum Rand
hin nahm der MV stufenweise immer weiter ab.
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Anhand der beiden Abbildungen lie3 sich der Einfluss der zusdtzlichen Warmeeinwirkung durch
das obere Blech auf das untere ablesen. Der Massenverlust war auf dem unteren Blech deutlich
grofler als beim Oberen.

Oberes Blech Unteres Blech
(Vial 1 - 80) (Vial 81 - 160)

Wand hinten

1 2 3 4
. ¢ Wand links = : Wand links
Hl 5 s
5 — K
. 7 s
: MYV [%] der Vials von Blech oben %0 || MV [%] der Vials von Blech unten
. 10 .
Abb. 3-10: Validierungsversuch 1: Blech oben Abb. 3-11: Validierungsversuch 1: Blech unten

Validierungsversuch 2 zur Temperaturverteilung auf beiden Blechen

Da die Trocknungsdauer in Versuch 1 nur sehr kurz war und es zu starker Kondensatbildung von
Wasser an der VTS-2-Scheibe kam, wurde mit geringerer Vialzahl iiber einen ldngeren Zeitraum
getrocknet (sieche Kapitel 2.2.1.4.).

Abb. 3-12 und Abb. 3-13 zeigen dhnliche Ergebnisse wie der erste Validierungsversuch. Auch
nach lidngerer Trocknung war das Massenverlustprofil nicht ausgeglichener. Der Unterschied
zwischen zentralstindigen und randstdndigen Vials trat noch sehr viel ausgepriagter auf. Beim
oberen Blech konnte ein MV von 26,7 % bis 51,3 % und beim unteren Blech ein MV von 25,2 %
bis 64,9 % bestimmt werden. Auf beiden Blechen sind deutlich die beiden Zonen mit
verstarktem MV zu erkennen.
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Blech oben Blech unten

(Vial 1 - 40) (Vial 41 - 80)

hintere Wand
hintere Wand

1 2 3 4 30 linke Wand
linke Wand I 40
45
MV [%] der Vials von Blech oben % || MV [%] der Vials von Blech unten
[ 60
Abb. 3-12: Validierungsversuch 2: Blech oben Abb. 3-13: Validierungsversuch 2: Blech unten

Die Ungleichverteilung der Temperatur und damit der ungleichmiBige Wasserverlust ist
konstruktionsbedingt. Die Bleche werden beidseitig von einer Metallschiene gehalten. An der
Blechriickseite befindet sich eine Steckverbindung, welche die Bleche mit Strom fiir die Heizung
versorgt und den Kontakt des Thermofiihlers mit dem VTS-2 herstellt.

Durch den Kontakt der beheizten Bleche mit der Schiene und damit der unbeheizten VTS-2-
Wand kommt es zu einem kontinuierlichen Warmeverlust. Dieser konnte durch Isolierung der
Auflageflache bzw. —punkte optimiert werden.

Sofern es die Probenzahl des Versuches zulédsst, empfiehlt sich die zentrale Positionierung der
Proben auf den Blechen.

Fazit:
Mit dem VTS-2 konnten zum VTS-1 vergleichbare Ergebnisse beim Restwasser- und Monomer-
Gehalt erzielt werden. Die Vakuumtrocknung war in drei Schritten weiter zu optimieren:

1. Das Auftreten von Kondenswasser im VTS-2 ist durch Einsatz einer Kiihlfalle zu
vermindern.

2. Ein anderer Ansatz das Ausmall des Kondenswassers zu reduzieren und die Trocknung
zu beschleunigen, ist die Verwendung von Spiilzyklen mit einem trockenem Spiilgas.

3. Der erzielte G-CSF Gehalt ist bislang nicht mit literaturbekannten Ergebnissen, die
mittels Gefrier- und Vakuumtrocknung gewonnen wurden, konkurrenzfahig [17]. Bisher
erfolgte die Vakuumtrocknung bei 40 °C. Durch Trocknung bei verschiedenen,
niedrigeren Temperaturen ist der G-CSF Gehalt zu erhohen.
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3.5. Optimierung der Vakuumtrocknung im VTS-2

Mittels dreier Versuche (siche Kapitel 2.2.1.4.) wurde untersucht, ob die Kondensation von
Wasser im VTS-2 durch die Verwendung einer geeigneten Kiihlfalle vermindert und die
Vakuumtrocknung gleichzeitig beschleunigt werden kann.

Vergleich der Verfahren anhand der Massenverluste

Massenverlust [%] Massenverlust [%]

Blech oben 8h | 11h | 22h Blech unten 8h | 11h | 22h
ohne Kiihlung 88,6 1 90,7 | 91,4 ohne Kiihlung 89,9 | 91,0 | 91,5
Trockeneis-Kiithlung | 85,2 | 91,0 | 91,4 Trockeneis-Kiihlung | 87,4 | 91,1 | 91,5
Kiihlfalle 86,1 | 90,9 | 91,3 Kiihlfalle 90,4 1 90,9 | 91,4
Tab. 3-8: Massenverlust Blech oben Tab. 3-9: Massenverlust Blech unten

Nach acht Stunden konnte ein hoherer Trocknungsgrad auf dem unteren Blech erzielt werden.
Dies wurde offensichtlich durch Warmestrahlung des oberen Bleches begiinstigt. Zu den beiden
folgenden Zeitpunkten 11 und 22 h hatte sich dies bereits ausgeglichen (Tab. 3-8, Tab. 3-9).

Vergleich der Verfahren anhand der Restwassergehalte

RWG [%] RWG [%]

Blech oben 8h Ih | 22h Blech unten 8h | 11h | 22h
ohne Kiihlung 19,3 | 12,7 | 8,6 ohne Kiihlung 15,81 12,2 7,8
Trockeneis-Kiithlung | 16,9 | 11,8 | 12,2 Trockeneis-Kiihlung | 11,6 | 11,2 | 10,8
Kiihlfalle 17,0 | 10,9 | 8,8 Kiihlfalle 155 11,7 7,9
Tab. 3-10: RWG Blech oben Tab. 3-11: RWG Blech unten

Nach 11 h Trocknung waren die RWG bei allen Verfahren bei beiden Blechen praktisch gleich.
Nach 8 h und 22 h konnte fiir die Vials des unteren Blechs ein niedrigerer RWG festgestellt
werden. Die Trockeneis-Kiihlung war bei beiden Blechen nach 22 h Trocknung am
schlechtesten. Uberraschend konnte ohne Kiihlung ein gleichwertiger RWG zur Kiihlfalle erzielt
werden (Tab. 3-10, Tab. 3-11).

Vergleich der Verfahren anhand der T,-Werte

T, [°C] T, [°C]

Blech oben 8h | 11h | 22h Blech unten 8h | 11h | 22h
ohne Kiihlung -343(-12,1| 3,3 ohne Kiihlung 31,1 -63 | 7,2
Trockeneis- Kiihlung |-33,8|-10,4 | 2,2 Trockeneis- Kiihlung |-26,4| -9,1 | 2,2
Kiihlfalle -38,0| -8,8 | 4,0 Kiihlfalle -21,4| -8,6 | 5,0
Tab. 3-12: T,-Werte Blech oben Tab. 3-13: T,-Werte Blech unten

Wie bereits beim Vergleich der MV-Daten fillt auch bei den DSC Daten auf, dass sich fiir das
untere Blech hohere und damit bessere T, - bzw. T,-Werte ergeben haben. Insgesamt ldsst sich
auch hier aufgrund der Datenlage keine eindeutige Entscheidung fiir ein Verfahren treffen
(Tab. 3-12, Tab. 3-13).
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Fazit:

Anhand der Daten ist es nicht moglich eine eindeutige, allgemeingiiltige Aussage zu treffen, ob
die Verwendung einer Kiihlfalle bzw. die Trockeneis-Kiihlung die Trocknungsgeschwindigkeit
beschleunigen kdnnen. Wodurch es bei den Trocknungen ohne und mit Trockeneis-Kiihlung zu
so deutlichen Unterschieden gekommen war, blieb unklar.

Am Trocknungsende nach 22 h bestanden nur geringe Unterschiede zwischen der Verwendung
der Trocknung ohne Kiihlung und der Kiihlfalle. Bei den anderen beiden Zeitpunkten liel sich
aus den Ergebnissen des MV, dem RWG und den T,-Werten kein Trocknungsverfahren als
Favorit ableiten.

Aus energetischer Sicht kann eine klare und eindeutige Aussage getroffen werden. Wenn die
Trocknung mit der Kiihlfalle und die Trocknung ohne Kiihlung gleichwertige Ergebnisse liefert,
so ist das Verfahren mit dem geringeren Energieverbrauch zu bevorzugen. Da mit der Kiihlfalle
in der gleichen Zeit keine trockeneren Produkte erhalten wurden, kann die Energie fiir die
Kiihlfalle eingespart werden. Zur Trocknung reicht die alleinige Verwendung der Vakuumpumpe
ohne Kiihlung aus.

Allerdings kann daraus keine allgemeingiiltige Aussage abgeleitet werden, da die Ergebnisse
bisher nur fiir diese Beladung des VTS-2 untersucht wurden. Von einer Ubertragbarkeit der
Daten, vor allem beim Scale-up der ChargengrdBe, kann nicht ohne Uberpriifung ausgegangen
werden, da die Saugleistung der Vakuumpumpe einen gravierenden trocknungsbestimmenden
Schritt darstellt.

Die Ursache dafiir, dass die Trocknung im VTS-2 nicht durch eine Kiihlfalle beschleunigt
werden kann, liegt vermutlich in der Konstruktion des benutzten VTS-2.

Die Trocknungskammer und die Kiihlfalle sind iiber einen ca. 0,8 m langen Schlauch mit einem
Innenquerschnitt von ca. 2,5 cm verbunden. Das Verbindungsstiick zwischen Trocknungs-
kammer und Anschlussstiick fiir den Schlauch ist ca. 40 cm lang und besitzt nur eine
Durchmesser von ca. 0,7 cm. Der Wasserdampf muss diese lange Strecke von der Trocknungs-
zur Kondensatorkammer der Kiihlfalle durch das enge Verbindungsstiick zuriicklegen.
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3.6. Optimierung der Vakuumtrocknung im VTS-2 durch Spiilzyklen

Im vorherigen Kapitel wurde festgestellt, dass der Einsatz einer Kiihlfalle nicht zur Reduzierung
von Kondenswasser und nicht zur Beschleunigung der Vakuumtrocknung mit dem VTS-2
beitragen kann. Im nichsten Schritt wurde versucht, den Trocknungsprozess durch Spiilzyklen
mit trockenem Spiilgas zu optimieren.

Wihrend des Trocknungsprozesses verdunstet das Wasser in den Vials und sittigt die Luft bzw.
das Spiilgas im VTS-2 mit Wasserdampf. Ab dem Erreichen der maximalen Séttigung
(= Taupunkt) kommt es zur Kondensation von Wasserdampf aus der Dampfphase. Wird der
VTS-2 vor der maximalen Wasserdampf-Séattigung mit einem Gas gespiilt, so kann das Gas noch
weiteren Wasserdampf aufnehmen und ist nicht gesattigt. Erfolgt der Spiilschritt erst nach dem
Taupunkt, ist bereits Wasser im VTS-2 wieder kondensiert.

Die nédchsten Versuche verfolgten das Ziel den Zeitpunkt zu finden an dem der Taupunkt in dem
VTS-2 erreicht wird.

80 2R-Vials, gefiillt mit 0,5 ml Placeborezeptur SAP7,4, wurden im VTS-2 zentral auf einem
Blech in der unteren Schiene bei konstant 40 °C getrocknet. 20 von den 80 Vials wurden fiir die
MV-, KF- und DSC-Analytik benutzt

Nach 9 h Trocknung mit der Membranvakuumpumpe wurde der MV der 20 Vials bestimmt.
AnschlieBend wurde weitere 14 h bei max. Vakuum von ca. 0,36 mbar mit der
Drehschieberpumpe getrocknet.

Mit vier verschiedenen Spiilzykleneinstellungen wurde versucht den Taupunkt im VTS-2 zu
bestimmen. Wéhrend der ersten 9 h Trocknung wurde neben einem Versuch ohne Spiilen alle 10,
20 bzw. 30 min der VTS-2 mit trockenem Stickstoff gespiilt (siche Abb. 2-12 in Kapitel
2.2.1.4.).

Vergleich der Spiilzyklen im VTS-2

Nach 23 h Trocknung konnte fiir alle vier Trocknungsvarianten mit ca. 91,4 % Massenverlust
der selbe Trocknungsgrad bestimmt werden (Tab. 3-14). Die Restwassergehalte und die T,-Werte
unterschieden sich nur geringfiigig. Im VTS-2 alleine kam es bei allen Versuchvarianten trotz
Spiilzyklen zu starker Kondensatbildung.

VTS-2
Zyklus | MVOh[%] | MV23h[%] | RWG[%] | T.[°C]
10 min 86,4 91,4 8,6 5.8
20 min 89,7 91,3 8,5 32
30 min 85,6 91,4 8,8 2,7
ohne 84,1 913 9,2 3.8

Tab. 3-14: Ergebnisse der Spiilzyklen von VTS-2

In der nichsten Versuchsreihe wurde versucht die Mantel- und Plattenheizung des VTS-1 fiir die
Aufkonzentrierungsphase auszunutzen, da in ihr die meiste Wassermenge entfernt wird. Die
Nachtrocknung erfolgte im VTS-2. Durch diesen zweistufigen Prozess sollte die
Kondensatbildung minimiert und die Trocknungsgeschwindigkeit beschleunigt werden.
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Vergleich der Spiilzyklen bei der Kombination von VTS-1 und VTS-2
Bei den Massenverlusten zeigte sich nach 9 h und 23 h Trocknung kein nennenswerter
Unterschied. Analog verhielt es sich bei den Restwassergehalten und T,-Werten (Tab. 3-15).

Kombination von VTS-1 + VTS-2
Zyklus MV 9h[%] | MV 23 h [%] RWG [%] T, [°C]
10 min 90,6 91,5 7,9 8,3
20 min 90,9 91,5 8,0 9,6
ohne 90,0 91,5 8,7 6,2

Tab. 3-15: Ergebnisse der Spiilzyklen von der Kombination aus VTS-1 und VTS-2

Fazit:

Vakuumtrockenschrinke ohne Mantelheizung und klein dimensionierter Gasableitung sind zur
Trocknung groBer Wassermengen ungeeignet, weil es zu Kondenswasserbildung in der
Trocknungskammer kommt.

Erst durch Aufkonzentrierung und Entfernung der grofiten Wassermenge in einem
mantelbeheizten Vakuumtrockenschrank (VTS-1) und Nachtrocknung der Restwassermengen im
VTS-2 konnte die Kondenswasserbildung deutlich minimiert werden. Die Trocknung konnte
durch Kombination der beiden Trockenschrianke und die geeignete Spiilzykluszeit von 20 min
optimiert werden. In dieser Zeit wurde die Trocknungskammer bei den gewahlten Bedingungen
am besten mit Wasserdampf gefiillt und durch den Spiilschritt davon wieder befreit.

Da es selbst im mantelbeheizten VTS-1 zu Kondensation kommt, kann als logische Konsequenz
nur die Verwendung eines Gerétes angesehen werden, welches folgende Konstruktionsmerkmale
in sich vereinigt. Die Verdampfungs- und Kondensationsorte des Wassers sollten sich in
moglichst grofer Ndhe zueinander befinden. Ein ungehinderter Gasaustausch zwischen den
vorgenannten Orten sollte moglich sein.

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



72 3. OPTIMIERUNG DER VAKUUMTROCKNUNG

3.7. Vakuumtrocknung im VTS-2 bei verschiedenen Trocknungstemperaturen

Aus den Erfahrungen der beiden vorherigen Kapitel heraus, wurde fiir die weiteren Versuche die
Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 in Form einer Kiihlfalle mit beheizbarer Stellfliche zur
Vakuumtrocknung benutzt. Dort befinden sich der Verdampfungsort und der Kondensator in
unmittelbarer Ndhe. Durch den Aufbau einer Einkammeranlage wird der Gasaustausch nicht
behindert.

Bisher wurden bei den vorgestellten Vakuumtrocknungs-Versuchen nur G-CSF-Gehalte von
77 % bis 93 % in den Vakuumtrockenschrinken erzielt. Diese Gehalte waren zu literatur-
bekannten Ergebnissen von Mattern, die mittels Gefrier- aber auch Vakuumtrocknung erreicht
wurden, nicht konkurrenzfahig [17].

Da mit dhnlichen Rezepturen trockene, stabile Proben durch Vakuumtrocknung hergestellt
werden konnten, wurde die Rezeptur unverdndert gelassen und der Parameter Trocknungs-
temperatur variiert.

Proben der Rez. SAP4 und SAP7,4 wurden in der Kiihlfalle mit beheizter Stellfliche bei 20 °C,
30 °C und 40 °C mit Hilfe der Membranvakuumpumpe und ASN ab 70 mbar aufkonzentriert.
Sobald alle Vials in den rubber-Zustand iibergegangen waren, wurde im VTS-2 bei RT
nachgetrocknet.

Dauer [h:min]

Stellflache [°C]

Aufkonzentrierung | Nachtrocknung | Gesamttrocknungszeit
20 3:15 11:50 15:05
30 1:00 9:20 10:20
40 0:45 10:40 11:25

Tab. 3-16: Ubersicht iiber die Dauer der Aufkonzentrierung und der Nachtrocknung

Beobachtungen wihrend der Trocknung

Das verdunstende Wasser schied sich sofort am Kondensator ab. Mit der
Membranvakuumpumpe konnte ohne Siedeverziige das Vakuum unterhalb des Siedepunktes
nachgefiihrt werden. Es kam in einzelnen Vials zu einer Bildung von Siedebldschen. Da die
Rezeptur zu diesem Zeitpunkt noch eine Fliissigkeit mit sehr niedriger Viskositit darstellte, lief
die Rezeptur schlieflich wieder im Vial zusammen und wurde weiter aufkonzentriert. Durch
manuelles Unterbrechen der Siedepunktsnachfiihrung konnten Siedeverziige vermieden werden.
Die Ursache fiir das Auftreten der Siedebldschen kann durch die geringe Probenzahl begriindet
werden. Um bevorstehendes Sieden erkennen zu koénnen, muss eine Mindestbeladung der
Kammer erfolgen. In einem ergénzenden Versuch wurde gezeigt, dass sich Siedeverzug durch
groflere Beladung der Stellflache vermeiden lésst.

Wasserverlust in der Kiihlfalle

Sobald alle Vials in den rubber-Zustand iibergegangen waren, wurde die Aufkonzentrierung in
der Kiihlfalle beendet, der Massenverlust bestimmt und der Wasserverlust errechnet.

Bei der 40 °C Trocknung konnte nach 45 min ein WV von ca. 97 % und bei der 30 °C
Trocknung nach 60 min WV von 90 % - 94 % erzielt werden. Bei der Aufkonzentrierung mit
20 °C waren 3:15 h:min notwendig um einen WV von 90 % bzw. 97 % zu erreichen (Tab. 3-17).
Am individuellen Trocknungs-Ende lagen die WV-Werte alle sehr eng zusammen.
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R L WV [%] RWG [%]
Temp. D h:
emp [ C] auer [ mln] pH 4.0 pH 7,4 pH 4.0 pH 7,4
03:15 903 | 974
20 15:05 o84 | 090 | 0 | W
30 01:00 89,6 94,1 0,5 0,4
10:20 98,5 | 99,1
o 0:45 96,6 | 97.8 0.4 0,1
11:25 986 | 99,5

Tab. 3-17: Wasserverlust und Restwassergehalt

Restwassergehalte
Die Restwassergehalte fiir alle Proben bewegten sich unter 1 %. Die Werte fiir SAP7,4 waren
stets kleiner als die Werte von SAP4 (Tab. 3-17).

T,-Werte

Bereits vom Aussehen der Proben und ihrer Konsistenz beim Abwiegen fiir die DSC-Messung
konnte eine ungefdhre Vorhersage iiber das spétere Messergebnis getroffen werden. Wihrend die
Proben mit SAP7,4 meist in Form fester Stiicke vorlagen, waren die Proben von SAP4
iiberwiegend eine Mischung hochviskoser und fester Anteile. Da bei der DSC nur ein Teil der
getrockneten Probe fiir die Messung verwendet wurde und es schwierig war derartige
Mischungen zu einer Probe mit homogenen Wassergehalt zu vermischen, kam es bei der DSC
Messung zu grofleren Abweichungen zwischen den Messergebnissen.

Die DSC-Ergebnisse unterschieden sich fiir die beiden pH-Werte sehr deutlich voneinander. Die
Werte fiir SAP7,4 lagen stets weit {iber denen von SAP4 (Tab. 3-18).

Von jedem Versuch wurde jeweils von 3 Vials der T, bestimmt. Die erhaltenen Daten
differierten besonders stark bei den 20 °C Proben.

Bei SAP4 stieg der gemittelte T,-Wert mit der Trocknungstemperatur fiir die drei Einzel-
messungen von 0,5 °C iiber 13,7 °C auf 19 °C.

Bei SAP7,4 konnte ein Ansteigen der T,-Werte parallel zu den Stellflichentemperaturen nicht
festgestellt werden.

pH 4,0 pH 7,4
20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C |40°C

T, [°C]

Vial 1 -5,2 | 20,1 14,6 | 54,8 | 39,7 | 60,6

Vial 2 7,5 11,6 | 22,2 | 44,7 | 39,1 | 57,6

Vial 3 -0,8 9,5 20,3 | 45,6 | 41,2 | 543

MW [°C] | 0,5 13,7 | 19,0 | 48,4 | 40,0 | 57,5

Tab. 3-18: DSC in der Kiihlfalle
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SEC-Ergebnisse

Die Monomer-Gehalte waren fiir Rez. SAP4 grofer als fiir SAP7,4 (Tab. 3-19). Bei Rez. SAP4
ergaben sich fiir die drei Trocknungstemperaturen sehr dhnliche Ergebnisse. Bei SAP7,4 stieg
dagegen der Monomer-Gehalt parallel mit der Trocknungstemperatur leicht an. Dieser Verlauf
scheint zunéchst iiberraschend. Trotz héherer Temperatur und damit hoherem Temperaturstress
wurde weniger G-CSF zerstort. Die Ursache dafiir ist in der Aufkonzentrierung zu suchen.
Wihrend bei der Trocknung bei 20 °C 3:15 h:min zur Aufkonzentrierung bendtigt wurden,
waren bei 40 °C Trocknungstemperatur 45 min dafiir ausreichend. Die sich aufkonzentrierende
Losung befand sich bei 40 °C kiirzer im ungiinstigen rubber-Zustand und es konnte somit ein
hoherer G-CSF-Gehalt erzielt werden [102,141-147].

Stellflache G-CSF-Gehalt [%]
[°C] pH 4,0 pH 7.4
20 96,8 91,4
30 97,8 92,3
40 97,5 93,1

Tab. 3-19: SEC in der Kiihlfalle

Fazit:

Die Trocknung von Proben in der Kombination aus Aufkonzentrierung in der
Gefriertrocknungsanlage und Nachtrocknung im VTS-2 lieferten Proben mit einem RWG von
<1 % und einem G-CSF-Gehalt von ca. 97 % fiir Rez. SAP4 und von ca. 92 % bei Rez. SAP7,4.
Damit konnten mit Rez. SAP4 Ergebnisse erhalten werden, die mit Literaturdaten vergleichbar
waren. Auch fiir Rez. SAP7,4 waren diese Daten im Vergleich aller bisher angewandter
Trocknungsprogramme die besten. Obwohl die Restwassergehalte fiir beide Rezepturen bei
<1 % lagen, konnten nur fiir Rez. SAP7,4 T,-Werte von 40 % — 57,5 °C gemessen werden. Bei
Rez. SAP4 streuten die T,-Werte trotz des niedrigen Restwassergehaltes stark tliber einen Bereich
von 0,5 bis 19,0 °C.

Neben der schonenden Trocknung ist besonders interessant, dass bereits nach 45 min bei der
Trocknung mit 40 °C ein Wasserverlust von ca. 97 % erhalten werden konnte. Die gesamte
Prozessdauer war mit den verwendeten 11:25 h:min deutlich kiirzer als iibliche Gefrier-
trocknungsprozesse.
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3.8. Zusammenfassung der Optimierung der Vakuumtrocknung

Es konnte gezeigt werden, dass bei den verwendeten Trocknungsverfahren die Parameter Druck,
Temperatur, Vibrationsrate und die Zusammensetzung der Rezeptur einen entscheidenden
Einfluss auf die Trocknungsgeschwindigkeit und Stabilitdt von G-CSF in den Zubereitungen
haben.

Das rechtzeitige, visuelle Erkennen bzw. die Kontrolle von Siedeverzug und/oder dem
zwischenzeitlichen Einfrieren der Losungen gestaltete sich durch die Parameter Vibration bzw.
Rotation beim IR-Dancer bzw. RVC schwieriger als bei den beiden Vakuumtrockenschrianken.
Die Entwicklung eines Trocknungsprogramms unter Beriicksichtigung der Parameter
Temperatur, Druck und Vibration/Rotation war komplex und musste fiir jede Rezeptur neu
bestimmt werden.

Durch die Einbauten in die Gerdte RVC und IR-Dancer ist der Probendurchsatz stark limitiert
und die Handhabbarkeit kompliziert. Dies entféllt bei der Benutzung von Vakuumtrocken-
schranken bzw. Kammern von Gefriertrocknungsanlagen.

Die Trocknungsrate war beim IR-Dancer und dem VTS-1 vergleichbar hoch. Beim RVC war sie
dagegen deutlich niedriger. Der erwartete Effekt, die Trocknung durch die Oberflichenver-
groBBerung beim IR-Dancer stark zu beschleunigen, wurde durch die negative Riickkopplung des
Systems tliberdeckt.

Die Ausbildung von Aggregaten und/oder Dimeren von G-CSF war beim RVC sehr viel stirker
als bei den anderen Verfahren ausgeprédgt. Eine entscheidende Rolle spielte aber der lingere
Trocknungsprozess. AuBlerdem wirkte sich die Trocknung bei hoéheren Temperaturen
(60 / 45 °C) im Gegensatz zu 40 °C bei beiden Vakuumtrockenschrinken und IR-Dancer negativ
auf den G-CSF-Gehalt aus.

Als Konsequenz und Zusammenfassung der ermittelten Ergebnisse bietet der RVC keine
Vorteile fiir eine schnellere und schonendere Trocknung und der IR-Dancer nur eine teilweise
Annédherung an das gesteckte Ziel.

Tab. 3-20 fasst die Vor- und Nachteile der einzelnen Verfahren zusammen:

Parameter RVC IR-Dancer |VTS-1/VTS-2 | VT in GT-Anlage
Optische  Kontrolle | schwierig | schwierig einfach einfach

von Siedeverzug

Chargengrofie gering gering hoch hoch
Handhabbarkeit schwierig | schwierig einfach einfach
Trocknungsrate gering hoch gering hoch
G-CSF-Aggregation |hoch niedrig niedrig niedrig

Tab. 3-20: Vergleich der verwendeten Trocknungsverfahren und -geriite

Bei den beiden Vakuumtrockenschrinken konnte Siedeverzug durch den Einsatz der
Membranvakuumpumpe mit automatischer Siedepunktsnachfiihrung verhindert werden.
Konstruktionsbedingt schrinkte sich aber beim VTS-2 der Beladungsgrad der Bleche ein, da die
Temperaturverteilung auf den Blechen inhomogen ist. Ausgehend von zwei warmen Bereichen
auf den Blechen nimmt die Temperatur zum Rand hin durch den Kontakt der Bleche mit der
unbeheizten Wand ab.

Trotz zahlreicher Optimierungsversuche mit einer Kiihlfalle und Spiilzyklen mit trockenem
Spiilgas konnte nicht verhindert werden, dass es zur Kondensation von Wasserdampf in beiden
Vakuumtrockenschrinken kam. Aufgrund dieser Tatsache verldngerten sich die
Trocknungszeiten in den beiden Vakuumtrockenschrianken und damit einhergehend erhdhte sich
das Ausmall der Aggregation, da die Proben sich ldnger im hochkonzentrierten Zustand
befanden. Verursacht wird die schlechte Entfernung des Wassers aus den Vakuumtrocken-
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schrinken durch die rdumliche Trennung der Verdampfungs- und Kondensationskammer. Beide
Kammern waren tiber zum Teil enge Verbindungsschlduche miteinander verbunden.

Erst die Vakuumtrocknung in der Einkammer-Gefriertrocknungsanlage mit temperierter
Stellflache lieferte gute Voraussetzungen fiir eine schnelle und gleichzeitig schonende
Vakuumtrocknung. Mittels einer Membranvakuumpumpe mit automatischer Siedepunkts-
nachfiihrung konnte Siedeverzug aber auch zwischenzeitliches Einfrieren verhindert werden. Da
nur eine temperierbare Stellfliche vorhanden war, konnten pro Prozess nur 80 2R-Vials
getrocknet werden. Mehrere Stellflichen oder grofere Anlagen besitzen diesen Nachteil nicht.
Durch die rdumliche Néhe des Verdampfungs- und Kondensationsortes und einen unbehinderten
Weg fiir den Wasserdampf zwischen den beiden Orten wurde eine schnelle Trocknung erzielt.
Der Faktor Temperatur hat nur bedingt einen direkten Einfluss auf den G-CSF-Gehalt.
Ausschlaggebend ist, bei welcher Temperatur das Protein den hochkonzentrierten Zustand
verlassen und zum trockenen Zustand gelangt. Auch hier liegt wieder ein
Riickkopplungsmechanismus vor. Zwar ist bei niedrigen Temperaturen der denaturierend
wirkende Temperatureinfluss primir gering, durch die verlangsamte Trocknung kann es dennoch
zu Aggregation kommen. Bei hoherer Temperatur verkiirzt sich die Trocknungsdauer und damit
die Zeit bis der trockene Zustand erzielt wird. Andererseits wirken sich hohere Temperaturen
negativ auf die Proteinstabilitdt aus [102,141-147]. Neben der Evaluierung der geeigneten
Prozessparameter kann die Proteinstabilitdt durch die Rezepturkomponenten optimiert werden
[20,35,67,148,149].
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4. AGGREGATIONS-VERHALTEN VON G-CSF

Das Kapitel Aggregations-Verhalten von G-CSF beschéiftigt sich mit dem Verhalten von
G-CSF wihrend des Trocknungsprozesses. Bereits im Kapitel 3.3. wurde bei den IR-Dancer-
Versuchen darauf hingewiesen, dass der mittels SEC bestimmbare Monomeranteil wihrend der
Trocknung absinkt und anschlieBend wieder ansteigt.

In zahlreichen Versuchen wurde dieses Verhalten von G-CSF mit verschiedenen Trocknungs-
gerdten ndher untersucht. Dazu wurden wéhrend der Aufkonzentrierung und Nachtrocknung in
zeitlichen Abstédnden Proben gezogen.

Pro Versuch war durch diese Vorgehensweise eine Vielzahl an Proben mittels SEC zu
analysieren. Eine Probe benétigte in der SEC 50 min fiir die Fraktionierung und Detektion der
Probenbestandteile. Aus der Literatur ist bekannt, dass der hochkonzentrierte rubber-Zustand fiir
die Proteinstabilitdt sehr ungiinstig ist und zur Aggregation des Proteins fiithren kann [73,141-
145]. Eine Lagerung der Proben, in dem Zustand wie sie wihrend der Trocknung gewonnen
wurden, schied aus diesem Grund aus. Fiir das Problem der langen Analysezeit und der
Problematik des rubber-Zustandes musste ein geeigneter Ausweg gefunden werden. In
Versuchsreihen wurde gepriift, ob Schockgefrieren der Proben mit Fliissigstickstoff ohne
Verdnderung der Proben moglich ist.

Zur Uberpriifung und Bestitigung der mittels SEC erhaltenen Daten wurden die Proben parallel
zusitzlich mit AF4 analysiert.

Mit mehreren Versuchen wurde die Abhingigkeit des G-CSF-Aggregations-Verhaltens von der
Trocknungstemperatur untersucht.

SchlieBlich wurden fliissige und getrocknete Proben einer Stabilitdtseinlagerung unterworfen.
AuBlerdem wurden aufkonzentrierte Proben eingelagert und getrocknete Proben einer
Riickbefeuchtung bei verschiedenen Luftfeuchten im Exsiccator ausgesetzt. Anhand der
flissigen, aufkonzentrierten, getrockneten und wieder befeuchteten Proben konnte die Stabilitit
des G-CSF bei verschiedenen Restfeuchten von ca. 155 % — 0,5 % untersucht werden. Diese
hergestellten Proben entsprechen von ihrer Zusammensetzung gleichzeitig den Feuchtigkeits-
Stadien, die wiahrend der Trocknung durchlaufen werden.

4.1. Auftreten von Aggregation bei der Trocknung von G-CSF-Rezepturen

Um den Trocknungsprozess hinsichtlich des Wasserverlustes und der Proteinstabilitit besser
charakterisieren zu konnen, wurden wihrend der Trocknung in bestimmten Abschnitten Proben
von den Rez. SP7,4 und SAP7,4 gezogen. Sie wurden gravimetrisch und mit SEC analysiert.

Bei der Auswertung der IR-Dancer-Versuche fiel zum ersten Mal auf, dass es in der Mitte des
Trocknungsprozesses bei ca. 13 % — 69 % Feststoffanteil zu einem teilweise rapiden Absinken
des G-CSF-Monomer-Gehalts kam. Wahrend des weiteren Trocknungsfortschritts stieg der
Monomer-Gehalt wieder an und verfehlte mit dem Erreichen der maximalen Trockene teilweise
nur knapp den Anfangsgehalt einer frisch hergestellten Rezeptur.

Exemplarisch ist dies anhand Abb. 4-1 zu erkennen. Zum Zeitpunkt 45 min war sowohl bei Rez.
SP7.,4 als auch bei SAP7,4 das Minimum des G-CSF-Gehalts erreicht.
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Wasserverlust und G-CSF-Gehalt von Versuch V17
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Abb. 4-1: IR-Dancer Versuch V17 (Temperatur 40 °C und Vibrationsstufe 5,5)

Charakteristika des minimalen G-CSF-Gehalts wihrend der Trocknung

Die folgenden Tabellen (Tab. 4-1 bis Tab. 4-4) zeigen, dass es sich bei der Beobachtung des
Monomer-Minimums nicht um einen Einzelfall handelte. In Abhéngigkeit von der Trocknungs-
temperatur und der Vibrationsstufe werden der G-CSF-Gehalt zum Zeitpunkt des Monomer-
Minimums dargestellt. Dieser Zeitpunkt wird zusétzlich durch Angaben zum Wasserverlust und
daraus errechnet der Feststoffanteil der Probe charakterisiert.

Der kritische Bereich der Aggregation befand sich fiir beide Rezepturen bei einem Feststoffanteil
von 13 % — 69 % (40 °C) bzw. 24 % — 34 % (RT).

Als minimaler Monomer-Gehalt ergaben sich fiir beide Rezepturen 17 % — 85 % (40 °C) bzw.
66 % — 94 % (RT) (Tab. 4-1 bis Tab. 4-4).

Die Ergebnisse der Trocknung bei RT fielen alle in einen engen Bereich wihrend die bei 40 °C
getrockneten Proben iiber einen groflen Bereich streuten.

Vigf‘i‘g?n Ze[ﬁ‘;‘]’kt Ggh;tsﬁ) | WVI%] |Feststoffante %)
0 45 823 92.4 457
35 35 57.1 82.0 274
5,5 45 46.6 74.4 214
75 25 70,9 51,6 12.9
10 45 64.3 98,2 68,5

Tab. 4-1: Zeitpunkt der minimalen Gehalte, der Wasserverluste und Feststoffanteile von SP7,4 bei 40 °C

Vfgf‘i‘gi’“ Ze[ltnlfi‘llf]lkt Ggh;tsﬁ%] WV [%] |Feststoffanteil [%]
0 120 88,0 77,5 23,6
35 | 120 88,4 77,7 23,6
5,5 45 65,5 87.6 343
75 | 120 87,5 78,7 24,5

Tab. 4-2: Zeitpunkt der minimalen Gehalte, der Wasserverluste und Feststoffanteile von SP7,4 bei RT
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Vigﬁ‘g;’n Ze[ﬁ‘;’]lkt G(e}h;tS[FO | WYI%] [Feststoffanteil %]
0 45 854 915 43.9
35 45 66,8 92,9 52
55 45 72,6 753 252
75 35 70,9 74.9 252
10 35 16,7 80,7 30,1

Tab. 4-3 : Zeitpunkt der minimalen Gehalte, der Wasserverluste und Feststoffanteile von SAP7,4 bei 40 °C

Vngal‘g;’“ Ze[ﬁ‘;’]lkt G(e}h;tS[FO 7 | WV %] [Feststoffanteil (%)
0 120 916 30.2 29.0
35 120 935 77.4 27.0
5.5 45 916 83.5 34.0
7.5 120 83.7 82.8 30,1

Tab. 4-4: Zeitpunkt der minimalen Gehalte, der Wasserverluste und Feststoffanteile von SAP7,4 bei RT

Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Aggregaten, Dimeren und dem Monomer-Gehalt

Die Daten in Tab. 4-5 verdeutlichen ein intermedidres Auftreten von Dimer bzw. Aggregaten
und ein massives Absinken des G-CSF-Monomers. Bis auf zwei Ausnahmen konnte aus den
jeweiligen SEC-Daten der 9 IR-Dancer Versuche ein direkter Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Aggregat- und Dimer-Gehalt und dem Absinken des G-CSF-Monomers
hergestellt werden. Es fand offensichtlich eine durch Feuchtigkeit und Aufkonzentrierung der

Proben induzierte Aggregation statt. Diese verlief scheinbar reversibel.

Gehalt [%] SP7,4

Gehalt [%] SP7,4

Gehalt [%] SAP7,4

Gehalt [%] SAP7,4

Trocknungs-
zeit [min] (Prqbe 1) (Prqbe 2) (Prqbe 1) (Prqbe 2)

Aggregat | Dimer | Monomer | Aggregat | Dimer | Monomer | Aggregat | Dimer | Monomer | Aggregat | Dimer | Monomer

0 0 0 |100,0 0 0 | 100,0 0 0 | 100,0 0 0 | 100,0

5 0 0 | 98,2 0 0 | 98,6 0 0 | 98,8 0 0 | 96,9

15 0 0 | 96,8 0 0 | 97,7 0 0 | 98,7 0 0 | 98,7

25 0 0 | 97,5 0 0 | 98,4 0 0 | 97,6 0 0 | 97,4

35 0 0 | 784 0 1,3 | 74,6 0 0 | 96,5 0 0 | 97,2

45 1,6 | 1,2 | 44,1 22 | 1,5] 42,6 0 0,5/ 7591 0,2 |09 | 67,7

60 0 331 63,7 0,6 |3,6| 90,3 0 0 | 97,2 0 1,5 | 59,7

120 23 |83 | 89,8 0 3,5 | 80,9 0 0 | 97,6 0 0 | 96,5

Tab. 4-5: Zusammenhang zwischen Auftreten von Aggregaten, Dimeren und Monomeren

An den Daten von Tab. 4-5 kann abgelesen werden, dass Rez. SAP7,4 eine besser stabilisierende
Wirkung als Rez. SP7,4 besitzt. Bei Rez. SAP7,4 konnte im Gegensatz zu Rez. SP7,4 am Ende
kein Aggregat- und Dimer-Gehalt detektiert werden. AuBBerdem lag nach der Trocknung fast das
gesamte G-CSF noch oder wieder als Monomer vor. Bei Rez. SP7,4 ist der Anteil des G-CSF-
Monomers deutlich vermindert.
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Die Erklarung fiir das unterschiedliche Stabilisierungsverhalten der beiden Rezepturen kann aus
Placebo-Ergebnissen von Mattern abgeleitet werden [17]. Placebo-Rez. SAP7,4 lieferte bei der
Vakuumtrocknung bei Mattern ein teilamorphes Produkt. Fiir Rez. SP7,4 ist ebenfalls ein
teilamorphes Produkt zu erwarten. Aufgrund der guten Wasserldslichkeit des Arginins, verbleibt
es neben der Saccharose in der sich immer weiter aufkonzentrierenden rubber-Masse, wiahrend
Phenylalanin auskristallisiert. Saccharose, Arginin und G-CSF scheiden sich schlielich im
amorphen Zustand auf den Phenylalanin-Kristallen ab.

Bei den durchgefiihrten Versuchen befanden sich die beiden Rez. SP7,4 und SAP7,4 im
teilamorphen Zustand. Durch den Arginin-Zusatz war der amorphe Anteil im teilamorphen
System bei SAP7,4 im Vergleich zu SP7,4 hoher. Aus der Literatur ist bekannt, dass amorphe
Geriiste zur Stabilisierung von Proteinen besonders geeignet sind [8,13,150]. Da Rez. SAP7,4
diejenige Formulierung mit dem groBBeren amorphen Anteil ist, besitzt sie das groBere
Stabilisierungsvermdgen.

Aus diesem Grunde wurde in allen weiteren Versuchen nur noch Rez. SAP verwendet.
Neben der Rez. SAP7,4 kam bei weiteren Versuchen auch die saure Rez. SAP4 zum Einsatz.

Fazit:

Bei allen 9 IR-Dancer-Versuchen konnte bei der Auswertung der SEC-Daten ein intermediéres
Monomer-Minimum ermittelt werden. Parallel zum Monomer-Minimum kam es zu einem
zwischenzeitlich verstiarktem Auftreten von Aggregat und Dimer.

Je nach Formulierung war das AusmaBl des Monomer-Minimums unterschiedlich stark
ausgepragt. Die Rez. SAP7,4 stabilisierte das G-CSF besser als Rez. SP7,4. Beide getrockneten
Produkte lagen in einem teilamorphen System vor. Da bei SAP7,4 der amorphe Anteil hoher ist
als bei SP7,4, kam es deshalb zu einer besseren Stabilisierung.
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4.2. Einfrier- / Auftau-Versuche von G-CSF-Proben

In der Einleitung dieses Kapitels wurde bereits auf die Problematik der gro8en Probenzahl der
Versuche und der Destabilisierung des G-CSF im rubber-Zustand eingegangen.

Mittels Einfrier-Auftauzyklen (EA-Zyklen) wurde untersucht, ob sich Proben durch das
Schockgefrieren mit Fliissigstickstoff in ihrer Zusammensetzung verdndern. Durch diese
Versuche sollte ausgeschlossen werden, dass Aggregation von G-CSF durch Schockgefrieren
induziert wird.

Untersuchung von Fliissigproben

Wie unter 2.2.2.3. beschrieben, wurden von Rez. SAP4 und SAP7,4 und von Reinstwasser
gefiillten Vials sechs Einfrier-/Auftau-Zyklen durchgefiihrt.

Die Proben wurden mittels Lichtblockade, SEC und Gelelektrophorese untersucht. Die Daten der
Partikelmessung werden als Mittelwert von drei Messungen dargestellt. Die Daten sind als
Relativwerte angegeben und nicht gegen Blindwerte von Reinstwasser korrigiert.

e Lichtblockade-Ergebnisse der Fliissigproben

Anhand der Reinstwasser befiillten Vials konnte ausgeschlossen werden, dass es durch
Versproden des Stopfens mit der Anzahl der Zyklen zu einem Anstieg der Partikelzahlen kommt.
Bei beiden Rezepturen konnte keine Tendenz zur Zunahme der Partikelzahl durch Aggregation
in Abhingigkeit von der EA-Zyklenzahl festgestellt werden. Alle erhaltenen Werte entsprachen
der Priifung auf nichtsichtbare Partikel gemal3 Ph. Eur. [109].

e SEC-Ergebnisse beider fliissiger Rezepturen
Bei beiden Rezepturen blieb der Monomer-Gehalt von den EA-Zyklen unbeeinflusst. Das
Schockgefrieren induzierte keine mit der SEC messbare irreversible Aggregation.

Monomer-Gehalt in Abhingigkeit von EA-Zyklen
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Abb. 4-2: Monomer-Gehalt [%] in Abhiingigkeit von EA-Zyklen
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e Gelelektrophorese beider fliissiger Rezepturen

Die Gele zeigten bei reduzierenden und nicht-reduzierenden Laufbedingungen fiir beide
Rezepturen unabhédngig von den EA-Zyklen eine starke Monomer-Bande. Die beiden Gele von
SAP4 und SAP7,4 mit den nicht-reduzierenden Bedingungen wiesen zusétzlich eine fast nicht
detektierbare Dimer-Bande auf. Aggregat-Banden konnten nicht detektiert werden. Auf Abb. 4-3
ist zu erkennen, dass die Intensitit durch die EA-Zyklen nicht beeinflusst wurde. Einzige
Ausnahme mit einer etwas geringeren Intensitdt war auf diesem Gel die Bande 4 mit einem EA-
Zyklus.
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Abb. 4-3: Banden von Rez. SAP4 bei reduzierenden Bedingungen

Mit den Messverfahren Lichtblockade, SEC und Gelelektrophorese konnten keine Unterschiede
zwischen den unterschiedlich oft eingefrorenen und aufgetauten Proben bestimmt werden. Es
lasst sich daraus folgern, dass Schockgefrieren mit Fliissigstickstoff von Rezepturen keine
Aggregation induziert.

Untersuchung von Proben in unterschiedlichem Trocknungszustand nach EA-Zyklen

Jeweils 0,5 ml von Rez. SAP4 und SAP 7,4 wurden auf der 40 °C temperierten Stellfliche der
Gefriertrocknungsanlage Alpha vakuumgetrocknet. Nach der Probenaufkonzentrierung mit der
Membranpumpe erfolgte der Probezug. Die Formulierung der gezogenen Proben befand sich zu
diesem Zeitpunkt im rubber-Zustand mit ca. 71 % (SAP4) bzw. 85 % (SAP7,4) Wasserverlust.
Nach 10 h Gesamttrocknungszeit erfolgte der Probezug vom Trocknungs-Ende.

e Lichtblockade-Ergebnisse

Die ermittelten Partikelzahlen fiir die Proben aus dem rubber-Zustand und vom Trocknungs-
Ende wiesen hinsichtlich der Partikelzahl und Partikelgroe keine Unterschiede zwischen sofort
untersuchten und einmal bzw. zweimal schockgefrorenen Proben auf.

Das Einfrieren mit Fliissigstickstoff hat folglich keinen Einfluss auf das Ergebnis der
Partikelmessung. Alle Proben entsprachen dem Ph. Eur. [109].
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e SEC-Ergebnisse
Abb. 4-4 und Tab. 4-6 zeigen die G-CSF-Gehalte der unterschiedlich behandelten Proben.

G-CSF- Gehalt
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Abb. 4-4: G-CSF-Gehalt

Die Balken sind in drei Gruppen eingeteilt (Darstellung der Rez. SAP4 von dunkel nach hell und
bei SAP7,4 von hell-kariert nach dunkel-kariert):

1. Von links beginnend steht das erste Balkenpaar fiir frisch hergestellte Formulierungen
(Rezepturen nicht getrocknet).

2. Die nichsten drei Balkenpaare zeigen Proben, die wihrend des rubber-Zustandes
gezogen wurden.

3. Die rechten drei Balkenpaare zeigen die dritte Gruppe der Proben, die am Ende der
Trocknung gezogen wurden.

Innerhalb einer Gruppe (Rubber, Ende) stellt das linke Balkenpaar die nicht eingefrorenen
Proben, das mittlere die einmal eingefrorenen Proben und das rechte die zweimal eingefrorenen
Proben dar.

G-CSF-Gehalte [%] SAP4 SAP7.4
Rez. ungestresst 100,0 100,0
rubber 100,0 96,4
rubber (1 EA-Zyklus) 98,3 95,4
rubber (2 EA-Zyklen) 95,9 93,9
Ende 99,6 99,7
Ende (1 EA-Zyklus) 98,8 96,6
Ende (2 EA-Zyklen) 99,4 98,9

Tab. 4-6: G-CSF-Gehalte
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o SEC-Ergebnisse der Proben aus dem rubber-Zustand

Innerhalb der 3 Balkenpaare ist bei beiden Rezepturen eine geringfligige Abnahme des G-CSF-
Gehalts zu erkennen. Die Abnahme wurde durch die Einfrier-/Auftau-Schritte ausgelost und
verlief direkt proportional zur Anzahl der EA-Zyklen (Abb. 4-4, Tab. 4-6).

Bei Rez. SAP4 war durch einen EA-Zyklus ein Verlust von 1,7 %, bei SAP7,4 von 1 % zu
verzeichnen. Durch einen zweimaligen Zyklus nahm der Gehalt bei beiden Rezepturen weiter ab.
Fiir Rez. SAP4 konnten 4,1 % und fiir SAP7.,4 2,5 % Monomer-Abnahme bestimmt werden.

o SEC-Ergebnisse der Proben vom Ende der Trocknung

Bei beiden Rezepturen konnten fiir die verschieden behandelten Proben keine auffillige
Abnahme des G-CSF-Gehalts beobachtet werden (Abb. 4-4, Tab. 4-6). Nur der Gehalt von
96,6 % von Rez. SAP7,4 lag nach einmaligem EA-Zyklus auflerhalb der wiedergefundenen
Gehalte von 98,8 % bis 99,7 % Monomer. Es lie3 sich kein Zusammenhang zwischen den
Schwankungen der Gehaltswerte und der Anzahl der EA-Zyklen herstellen.

Fazit:

Von den SEC-Ergebnissen kann, analog zu den Ergebnissen der Lichtblockade-Messungen,
abgeleitet werden, dass die EA-Zyklen keine Aggregation bei getrockneten G-CSF Proben
induzieren. Diese Ergebnisse bestétigen die Untersuchungen von Izutsu et al. tiber das Einfrier-
und Auftau-Verhalten von Lactatdehydrogenase [51]. Kerwin et al. schiitzten mittels
Saccharose- und Tensid-Zusatz rekombinantes Himoglobin vor Aggregation [50].

Fir Proben im rubber-Zustand wurde mittels SEC lediglich eine geringe Tendenz zur
Induzierung von Aggregation in Grof3enordnung von 2,5 — 4 % festgestellt werden.

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsache, kann die beobachtete reversible Aggregation des
G-CSF nicht durch die Probenbehandlung mit Fliissigstickstoff verursacht worden sein. Die
intermedidren Monomer-Minima betragen ein Vielfaches des bei den EA-Zyklen ermittelten
Wertes.
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4.3. Auftreten von Aggregation bei verschiedenen Trocknungsverfahren

Aufgrund der Beobachtung eines intermedidren Monomer-Minimums bei den IR-Dancer-
Versuchen wurde {iberpriift, ob reversible Aggregation auch bei der Trocknung mit anderen
Trocknungsgeriten auftritt.

Auftreten von Aggregation wihrend der Trocknung im VTS-1

In Kapitel 3.2. wurden die Daten vom Trocknungs-Ende der kompletten Trocknung von der Rez.
SAP7,4 im VTS-1 vorgestellt. An dieser Stelle wird nun auf den Mittelteil der 40 °C Trocknung
eingegangen. In bestimmten Zeitabstinden waren Proben gezogen und schockgefroren bis zur
SEC-Analyse gelagert worden.

Abb. 4-5 zeigt den linear verlaufenden Wasserverlust und den Verlauf des G-CSF-Gehalts.

Es kam auch bei dieser Trocknung zu einem Absinken und Ansteigen des Monomer-Gehalts.
Die Aggregat- und Dimer-Kurven verhielten sich gegenldufig zur Monomer-Kurve und zeigten
ihr Maximum im Monomer-Minimum. Ab dem Zeitpunkt 95 min konnten Dimer-Peaks und
nach 110 und 125 min zusétzlich Aggregat-Peaks detektiert werden. Genau ab dem Auftreten der
Neben-Peaks kam es zu einem Absinken des Monomer-Gehalts.

Diese Daten bestdtigen die Ergebnisse, die bei der SEC-Analyse der IR-Dancer-Daten erhalten
wurden.

G-CSF- Gehalt und WV von Proben der Rez. SAP7.4
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Abb. 4-5: G-CSF-Gehalt und Wasserverlust der Rez. SAP7,4 im VTS-1

Um das scheinbar reversible Absinken des Monomer-Gehalts ndher zu betrachten, wurden
Proben vom Monomer-Minimum und dem Trocknungs-Ende mittels Lichtblockade auf ihre
Partikelzahl und PartikelgroBe, sowie mittels Gelelektrophorese auf ihre Zusammensetzung
untersucht.

e Lichtblockade-Ergebnisse

Alle Proben entsprachen dem Ph. Eur. [109]. Aufgrund von grof8en Schwankungen zwischen den
Mittelwerten der Proben konnte keine klare Aussage abgeleitet werden. Es fiel auf, dass bei den
rubber-Proben tendenziell mehr kleine Partikel und bei den Proben vom Trocknungs-Ende mehr
grofBere Partikel gemessen wurden (Tab. 4-7).
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Partikelzahl
>lypym | >4,1um | >10 um
rubber 93000 5107 140
Ende 72948 9877 734

Tab. 4-7: Lichtblockade-Daten von Proben vom Monomer-Minimum und Trocknungs-Ende

e Gelelektrophorese

Da mit der SEC nur geloste Fraktionen aufgetrennt und detektiert werden kdnnen, wurden von
beiden Zeitpunkten Proben mit Gelelektrophorese untersucht.

Unter reduzierenden Bedingungen konnten neben der Monomer-Bande fiir das Minimum
zusitzlich eine Dimer- und zwei schwache Aggregat-Banden detektiert werden. Bei der Probe
vom Ende zeigte sich nur eine Monomer-Bande (Abb. 4-6).

Unter nicht-reduzierenden Bedingungen zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
beiden Proben (Abb. 4-7). Es konnten neben der Monomer- und Dimer-Bande mehrere Aggregat-
Banden angefirbt werden. Die Monomer-Bande der Probe vom Trocknungs-Ende besal3 eine
grofere Intensitit und ergab eine groBere Fliche als bei der Probe vom Minimum. Dafiir war die
Anzahl und die Intensitidt der Aggregat-Banden bei der Probe aus dem Monomer-Minimum
ausgepragter (Abb. 4-7).

Aus dem Vergleich der beiden Gele konnte abgeleitet werden, dass es im Bereich um das
Monomer-Minimum verstirkt zu Aggregaten mit Beteiligung von Disulfidbriicken gekommen
sein musste. Da im Gel mit den nicht-reduzierenden Bedingungen ebenfalls Aggregat-Banden
auftraten, mussten die Aggregate teilweise auch anders aufgebaut sein. Denaturierende Zusitze
wie das SDS im Probenpuffer lassen eine Unterscheidung in kovalent und nicht-kovalent
gebundene Aggregate zu [38]. Sofern sich Aggregate durch die denaturierenden Zusatz wieder
auflosen lassen, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um nicht-kovalente Aggregate
handelt [151,152]. Allerdings sind diese Aussagen nicht generell anwendbar. Katakam et al. und
Brange et al. erhielten Ergebnisse, die von der Unterscheidbarkeit abweichen [153,154].

[N

il

Abb. 4-6: Gel mit reduzierenden Bedingungen Abb. 4-7: Gel mit nichtreduzierenden Bedingungen
Legende der Gele (jew. v. li. n. re.): Marker, Probe Monomer-Minimum, Probe Trocknungs-Ende
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Fazit zur Aggregation wihrend der Trocknung im VTS-1

Wihrend mittels der Lichtblockade-Messung keine klaren Unterschiede zwischen den Proben
vom Monomer-Minimum und vom Trocknungs-Ende festgestellt werden konnten, lieferte die
Gelelektrophorese deutliche und eindeutige Ergebnisse. Die Anzahl der Aggregat-Banden war
bei der Probe aus dem Monomer-Minimum sehr viel ausgepragter, wohingegen die Monomer-
Bande bei der Probe vom Trocknungs-Ende wieder an Intensitit zugenommen hat. Die eventuell
nicht in der SEC detektierbaren unldslichen Aggregate konnten nicht die Ursache flir etwaige
Artefakte sein, sondern die reversible Aggregation war real.

Auftreten von Aggregation wihrend der Trocknung im VTS-2

Mit der Trocknung im VTS-1 konnte das Absinken und Wiederansteigen des Monomer-Gehalts
bestdtigt werden. Zur Untermauerung der Ergebnisse wurden im VTS-2 neben der Rez. SAP7,4
auch die Rez. SAP4 getrocknet, um zu iiberpriifen, ob eine Abhdngigkeit des Phdnomens vom
pH-Wert der Rezeptur besteht. Die Versuchsbeschreibung und die Ergebnisse vom Trocknungs-
Ende wurden bereits in Kapitel 3.4. erldutert.

e SEC-Ergebnisse

Abb. 4-8 zeigt die Kurven des Monomer-Gehalts der beiden Rezepturen. Sowohl bei Rez.
SAP7,4, als auch bei Rez. SAP4 kam es zu einem Absinken und Wiederansteigen des Monomer-
Gehalts. Das Monomer-Minimum lag bei beiden Formulierungen nach 120 min Trocknung vor.
Allerdings unterschieden sie sich im Ausmal} des Minimums sehr stark. Bei Rez. SAP7,4 sank
der Monomer-Gehalt auf 47,6 % ab.

Das Minimum lag bei Rez. SAP4 ebenfalls nach 120 min bei 85,4 % Monomer. Der zeitliche
Bereich in dem es zum Absinken und Wiederansteigen kommt, war bei der Rez. SAP4 auf den
Messpunkt bei 120 min beschrinkt. Wie aus der Literatur bekannt, stabilisierte die saure
Rezeptur im Vergleich mit Rez. SAP7.,4 besser[45,132,155]. Wie bereits bei der Trocknung im
VTS-1 lag im Minimum von Rez. SAP7,4 ein Feststoffanteil von 32,7 % vor. Fiir Rez. SAP4
konnte ein Feststoffanteil von 25,7 % bestimmt werden, d.h. es handelt sich um weiche Massen
von ca. 3-4 Teilen Wasser und 1 Teil Hilfsstoff/Protein.

G-CSF-Gehalt beider Rezepturen
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Abb. 4-8: G-CSF-Gehalt von Rez. SAP4 und SAP7,4
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Bei Rez. SAP7,4 kam es zum Ansteigen des Aggregat- und Dimer-Gehalts wihrend der
Monomer-Gehalt absank und zum umgekehrtem Verlauf der Kurven nach dem Minimum
(Abb. 4-9).

G-CSF-Gehalt der Proben der Rez. SAP7.4
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Abb. 4-9: G-CSF-Gehalte der Proben der Rez. SAP7.4

Eine interessante Beobachtung wurde bei der Auswertung der SEC-Daten gemacht. Im Verlauf
der Trocknung kam es aufgrund der Abnahme der Gesamtpeakfliche resultierend zu einem
Absinken des mittels SEC wiedergefundenen G-CSF-Gesamt-Gehalts (Tab. 4-8).

Die Gesamtpeakflache setzt sich aus Aggregat-, Dimer- und Monomer-Flache zusammen.

Zeit | Aggregat | Dimer| Monomer | Gesamt
[min] [%] [%] [%] [%]
0 0 0 100 100
10 0 0 99,1 99,1
20 0 0 99,9 99,9
30 0 0 98,5 98,5
40 0 0 100,4] 100,4
50 0 0 100, 1 100,1
60 0 0 97,8 97,8
70 0 0 98,2 98,2
80 0 0 97,4 97,4
90 0 0 92,9 92,9
100 0 6,5 77 83,5
110 201 125 64,6 79,1
120 3,71 19,5 47,6 70,8
130 221 13,7 61,1 77
140 2,3 12,9 60,5 75,7
160 0 4,0 84,1 88,1
900 0 3,2 85,7 88,9

Tab. 4-8: G-CSF-Fraktionen in % von Proben der Rez. SAP7,4

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



4. AGGREGATIONS-VERHALTEN VON G-CSF 89

Wihrend der Trocknung kam es zu einem Verlust an Protein. Die Summe der Aggregat-, Dimer-
und Monomer-Gehalte ergeben zusammen keine 100 Prozent mehr. Die Gesamtgehaltskurve
zeigte den gleichen Verlauf wie die Monomerkurve. Zum Zeitpunkt des Monomer-Minimums
lag auch beim Gesamtgehalt ein Minimum vor.

Da das Protein nicht ,,verlorengehen* kann, musste es sich der Detektion durch die SEC-
Analytik entzogen haben. Es wurde vermutet, dass es sich bei den nicht detektierten
Proteinbestandteilen um unldsliche Aggregate handeln konnte, da diese durch SEC nicht
detektiert werden konnen.

Da die Gelelektrophorese zur quantitativen Untersuchung derartiger Proben nicht geeignet ist,
musste ein anderer Weg zur Analyse gesucht werden. Abhilfe aus diesem analytischen Problem
sollte die Asymmetrische Fluss-Feldfluss Fraktionierung (AF4) liefern. Diese Ergebnisse werden
im néchsten Kapitel vorgestellt.

Fazit:

Mit den beiden Vakuumtrockenschrinken konnte das intermedidre Absinken des Monomer-
Gehalts bestitigt werden. Dazu gegenldufig kam es zum zwischenzeitlichen Anstieg des
Aggregat- und Dimer-Gehalts. Die SEC-Daten konnten durch Gelelektrophorese gestiitzt
werden. Die Partikelmessung war fiir weitere Erkenntnisse wenig hilfreich. Besonders
interessant war die Tatsache, dass nicht nur der Monomer-Gehalt, sondern auch der
Gesamtgehalt ein zwischenzeitliches Minimum besitzt und es zu einem Proteinmindergehalt
durch die Trocknung gekommen ist.
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4.4. Vergleichsuntersuchungen zur Aggregation mittels SEC und AF4

Im Gegensatz zur SEC findet bei der AF4-Technik die Fraktionierung der Analyten ohne
stationédre Phase statt. Somit konnen Proben mit ihren unléslichen und 16slichen Bestandteilen in
einem Lauf aufgetrennt und quantifiziert werden. Die Gefahr von Adsorption an das
Tragermaterial einer SEC-Sdule oder die Abtrennung durch die Séule entfallen bei der AF4. Mit
Hilfe der AF4 sollten die SEC-Ergebnisse zum intermedidren Monomer-Minimum iiberpriift und
der Proteinmindergehalt untersucht werden.

In zahlreichen Versuchen wurden geeignete Trennbedingungen fiir die AF4 etabliert, so dass
eine Fraktionierung der Proben in die einzelnen Spezies moglich war. Aggregate, Dimer,
Monomer und Fragmente konnten getrennt mit dem UV- und dem Lichtstreu-Detektor detektiert
werden [156,157].

Fiir die SEC-AF4-Vergleichsuntersuchungen wurden von Rez. SAP4 und SAP7,4 Proben im
VTS-2 getrocknet (siche 2.2.1.5.). Diese Trocknung wird im néchsten Kapitel eingehend
hinsichtlich RWG und T, diskutiert und mit anderen Trocknungen bei verschiedenen
Trocknungstemperaturen verglichen.

Die Proben wurden nach ihrer Rekonstitution parallel in die SEC und in die AF4 injiziert. Als
Elutionsmedium wurde bei beiden Anlagen der Standard-SEC-Puffer, bestehend aus 300 mM
Natriumphosphat mit pH 7,4, verwendet. Um Unterschiede bei der Fraktionierung mdglichst
ausschlieBen zu konnen, wurden die Trennbedingungen so identisch wie moglich gewéhlt.

Fraktionierung der Rez. SAP4 mittels SEC und AF4

In Abb. 4-10 sind die mittels SEC- und AF4-Fraktionierung erhaltenen Monomergehalte der
Rez. SAP4 iiber die Zeit abgebildet. Beide Kurven verlaufen parallel. Es fallt auf, dass es zu
keinem intermedidren Monomer-Minimum bei der Rez. SAP4 gekommen ist. Bis zum
Trocknungs-Ende nach 20,5 h erfolgte ab 110 min ein kontinuierliches Absinken des Gehalts.
Davor lag der Gehalt zwischen 97 % und 101 % fiir die SEC und zwischen 86 % und 94 % fiir
die AF4.

G-CSF Gehalt von SAP4 mittels SEC und AF 4
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Abb. 4-10: G-CSF-Gehalt der Rez. SAP4 mittels SEC und AF4 bestimmt

Hinweis: Die AF4- Analysen der Proben von der 20. bis einschlieflich 90. min wurden aus technischen Griinden zu einem anderen Zeitpunkt
durchgefiihrt ('A‘). Aufgrund anderer Trennbedingungen ergaben sich niedrigere Gesamtflichen. Die Daten wurden angepasst und in
gekennzeichneter Form ins Diagramm eingefiigt ('A').
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Fraktionierung der Rez. SAP7.4 mittels SEC und AF4

Der Verlauf der beiden Kurven der SEC- und der AF4- Fraktionierung der Rez. SAP7,4 war
prinzipiell der selbe (Abb. 4-11). Zum Zeitpunkt 140 min konnte das Monomer-Minimum
bestimmt werden. Danach kam es im Unterschied zu der Rez. SAP4 wieder zu einem Ansteigen
des Gehalts und nicht zu einem weiteren Absinken des Gehalts. Nach 20,5 h resultierte fiir die
SEC-Bestimmung ein Endgehalt von 70 % bzw. von 66 % fiir die AF4- Analytik.

Bei beiden Rezepturen ergab sich bei der Fraktionierung mittels AF4 ein niedrigerer Monomer-
Gehalt als bei der SEC. Mit der AF4 konnten neben den loslichen zusétzlich die unloslichen
Aggregate erfasst werden. Diese Tatsache fiihrte zu einer Erniedrigung des Monomeranteils der
prozentualen Flachenanteile der einzelnen Fraktionen.

G-CSF Gehalt von SAP7.4 mittels SEC und AF4
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Abb. 4-11: G-CSF-Gehalt der Rez. mit pH7, 4 mittels SEC und AF4 bestimmt

Allerdings kam es bei der AF4-Analyse wie bei der SEC-Bestimmung zu einer Abnahme der
Gesamtflache bestehend aus den Flachen der Aggregat-, Dimer- und Monomer-Peaks. Der bei
der SEC-Bestimmung fehlende Flachenanteil konnte nur teilweise durch die Erfassung
unloslicher Aggregate mit der AF4 erkléart werden.

Zwei Moglichkeiten, die diesen fehlenden Flichenanteil verursachen, sind denkbar.

e Zum einen besteht bei Proteinen neben der Neigung zu Aggregation immer auch die
Moglichkeit zur Bildung von Fragmenten, die mit Gelelektrophorese erfasst werden konnen.

e Zum anderen muss trotz Tensid-Zusatz zur Rezeptur mit der Adsorption von Protein an
Oberflachen gerechnet werden.

Beide Moglichkeiten kdnnen nicht nur einzeln, sondern auch kombiniert auftreten.

Der Verdacht auf Fragmente konnte mittels Gelelektrophorese bestétigt werden.

Theoretisch sollte die Erfassung des Fragmentanteils mit der SEC und AF4 moglich sein. Sofern
der Fragment-Anteil gemél der Theorie der GroBenausschlusschromatographie folgt, ist mit
einer Detektion zwischen Monomer-Peak und dem Ende des Laufs zu rechnen. Die verwendete
Rezeptur enthielt die beiden Aminosduren Arginin und Phenylalanin, welche bei der Detektion
bei 215 bzw. 280 nm als zwei grofle Peaks erfasst wurden. Es bestand die Gefahr, dass es zu
einer Uberlagerung von Fragment- und Hilfsstoff-Peaks kommt und keine klare Aussage iiber
den Fragmentanteil getroffen werden kann.
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Bei aminosédurefreien Rezepturen wurden mit SEC-Fragment-Fraktionen detektiert, die im
Bereich des Arginins und Phenylalanins liegen (siehe Abb. 2-29 und Abb. 2-30 in 2.2.3.8.).

Lichtblockade-Ergebnisse

Von den Proben um das zu erwartende Monomer-Minimum wurde der Partikelanteil untersucht.
Aus den erhaltenen Daten konnte kein Trend hinsichtlich der Partikelzahlen und der Groéfe
abgeleitet werden. Alle Proben entsprachen der Priifung gemal3 Ph. Eur. [109].

Weitergehende Untersuchungen mit der AF4
Um Fragmentfraktionen quantitativ erfassen zu kénnen, wurden die Trennbedingungen der AF4-
Analytik an diese Fragestellung adaptiert.

e Charakterisierung der einzelnen Fraktionen

Mit der AF4 wurde versucht den Fragment-Anteil von Proben zu bestimmen.

Zur Methodenentwicklung wurde G-CSF-Bulklosung mit 0,84 mg/ml in SEC-Puffer bei 60 °C
gestresst, im Abstand von 10 min Proben gezogen und das Verhéltnis der Fraktionen untersucht.
Die Messungen wurden je einmal mit einer 5 kDa und einer 10 kDa Membran im Trennkanal
durchgefiihrt.

Beide Versuche lieferten das gleiche Ergebnis. In den Fraktogrammen der AF4 wurden ab einer
gewissen Stressbelastung Fragmente detektiert, die bisher in der SEC nicht beobachtet werden
konnten. Mit zunehmender Stressdauer stieg ihr Gehalt an.

Aufgrund der gewéhlten Messbedingungen konnte ab einer bestimmten Menge an Fragmenten
nicht mehr eindeutig gesagt werden, ob es sich tatsdchlich um die reine Fragmentfraktion
handelte, oder ob eine Kombination von detektierten Fragmenten und Aggregaten vorliegt. Die
Ursache dafiir ist eine gerétespezifische Trennbedingung, die als ,,hyperlayer mode* bezeichnet
wird [158-161]. Das bedeutet, die Aggregate befinden sich allein aufgrund ihrer Gréfie im
Bereich schneller Stromungslinien des parabolischen Eluatflusses und werden demzufolge
schnellstmdglich eluiert. In diesem Zustand sind Aggregate und Fragmente via AF4 mit den
benutzten Trennbedingungen kaum zu trennen. Aufgrund des geringen Molekulargewichtes und
der gleichzeitig niedrigen Konzentration der Fragment-Fraktion konnten mit MALLS
hinsichtlich Molekulargewichtsbestimmung keine Ergebnisse erhalten werden.

Da alle Fragmente kleiner 5 kDa durch die Membran den Trennkanal verlassen, wurden in einer
weiteren Versuchsreihe die gleichen Proben mit einer 1 kDa neben einer 10 kDa Membran im
Trennkanal aufgetrennt. Durch Subtraktion der mit den beiden Membranen erhaltenen
detektierbaren Proteinmengen konnten 10 % — 14 % Differenz ermittelt werden. Dieser Anteil
entspricht der Menge an Protein-Fragment mit einer Molekulargroe zwischen 1 kDa und
10 kDa.

Um etwaig vorhandene Fragmente, Monomer und Aggregate mit AF4 zu trennen, ist bei Protein-
Analyten mit relativ geringer Molmasse (< 50 kDa) ein hoher Querfluss noétig. Der
Durchflusswiderstand von Membranen steigt mit sinkender Ausschlussgrenze. Folglich weisen
Membranen mit 1 kDa-Ausschlussgrenze einen hdoheren Durchflusswiderstand auf als
Membranen mit 5 kDa- resp. 10 kDa-Ausschlussgrenzen. Durch den hohen Querfluss werden
Aggregate auf die Membran gedriickt und es besteht die Tendenz zur Adsorption bzw. einer
Beeinflussung der Trennbedingungen. Letztlich resultierte die gleichzeitige Fraktionierung in
Aggregate und Fragmente in schlechter Reproduzierbarkeit der Messungen und wurde nicht
weiter verfolgt.
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e Konformationsinderung des G-CSF-Monomers in Abhéngigkeit von der Stressdauer

Mit Hilfe der AF4 konnten Unterschiede im Aussehen des Monomer-Peaks in Abhingigkeit der
Stressdauer detektiert werden. Die Monomer-Peaks der Proben, die ldnger als 60 min bei 60 °C
gestresst wurden, wiesen eine an das Tailing erinnernde Form auf. Dieses Signal ist durch eine
Konformationsédnderung von den G-CSF-Monomeren ausgeldst worden, da sich das Signal der
UV-Messung und das Lichtstreusignal zur Deckung bringen lieBen. Aufgrund dieser Tatsache
konnte es sich bei dem Monomer-Peak mit Tailing nicht um Dimer handeln, da Dimere aufgrund
ihrer groferen Form ein intensiveres MALLS-Signal geben miissten.

Trotz aller analytischer Bemiihungen und der interessanten Erkenntnisse aus den AF4 Versuchen
konnte die Abnahme der Gesamtfliche in Abhédngigkeit von der Trocknungs- oder Stressdauer
von Proben mit der AF4 nicht vollstindig aufgekldrt werden. Offensichtlich kommt es
zwischenzeitlich zu geringfiigigen Konformationsdnderungen des G-CSF, welche sich aber im
weiteren Verlauf wieder zuriickbilden.

Bestimmung von adsorbiertem G-CSF an die Glaswand

Es wurden Vials, in denen G-CSF getrocknet worden war, beziiglich Adsorption von Protein an
die Glaswand, wie in Kapitel 2.2.2.4. beschrieben, analysiert. Als Blindwerte wurden ebenfalls
unbenutzte Vials und solche in denen Placebo-Rezeptur getrocknet worden war mit
Guanidinhydrochlorid- bzw. SDS-Ldsung behandelt.

Bei beiden Losungen konnte kein Unterschied zwischen unbenutzten Vials und solchen, in denen
bereits Placeborezeptur getrocknet worden war, ermittelt werden.

Mit der Guanidin-Losung konnten 38,1 pg/ ml G-CSF fir die gefriergetrockneten- und
43,9 pg/ml fiir die vakuumgetrockneten Rezepturen bestimmt werden. Mit der SDS-Losung
konnten nur 3,8 pg/ml G-CSF aus den Gefriertrocknungs- und 16,2 pg/ml aus den
Vakuumtrocknungs-Vials wieder von der Glaswand eluiert werden. Der grofite Wert mit 43,9
pg/ml entspricht 12,5 % und der niedrigste Wert mit 3,8 pg/ml entspricht 1,1 % der eingesetzten
Rezeptur. Diese Werte reichen allerdings nicht aus, um die beobachteten Defizite bei der
Gesamtfldche zu erkldren.

Die Menge an adsorbiertem G-CSF war bei beiden Losungen fiir die vakuumgetrockneten Vials
hoher. Dies wird prozessbedingt verursacht. Bei der Gefriertrocknung steht nur die Zeit vom
Einfiillen bis zum Durchfrieren der Rezeptur fiir Adsorptionsprozesse zur Verfiigung. Bei der
Vakuumtrocknung findet Adsorption solange statt, bis der trockene Zustand erreicht ist. Dieses
benotigt ein Vielfaches mehr an Zeit als bei der Gefriertrocknung. Neben diesem Unterschied bei
der Zeit, die fiir die Adsorption zur Verfiigung steht, kommt bei der Vakuumtrocknung ein
weiterer wichtiger Faktor zum Tragen. Das Protein liegt in einer sich immer
weiteraufkonzentrierenden Matrix vor. Der Konzentrationsunterschied zwischen der Glaswand
und der Matrix nimmt kontinuierlich zu und verstérkt die Adsorption ans Glas.

Es ist lange bekannt, dass Proteine an Oberflichen adsorbieren [162]. Wihrend Calhoun et al.
berichten, dass G-CSF keine, dafiir aber EPO, Adsorption an PVC =zeigt, bestitigen die
Ergebnisse von Johnston die gefundene Adsorption von G-CSF an Glas [163,164]. In den
Untersuchungen von Johnston besall Polysorbat 20 das groBte Potential die Adsorption von
G-CSF zu verhindern. Warum die verwendete Menge an Polysorbat 80 nicht ausreichend
wirksam die Aggregation unterdriickt, wurde nicht weiter untersucht. Die Aggregation hitte mit
verschiedenen Tensiden und unterschiedlichen Tensidkonzentrationen optimiert werden kdnnen.
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Fazit:

Mit Hilfe der AF4 konnten die Ergebnisse der SEC hinsichtlich des intermedidren Monomer-
Minimums bestitigt werden. Da bei der AF4 unlosliche Aggregate im Gegensatz zur SEC
miterfasst werden konnen, ergab sich bei der AF4 stets ein niedrigerer prozentualer Monomer-
Gehalt.

Bei der AF4 kam es, wie bei der SEC, zu einem Absinken der Gesamtflaichen im Verlauf des
Trocknungsprozesses.

Durch Variation der Trennbedingungen bei der AF4 konnten Fragmente in den Proben in
Abhéngigkeit von der Stressdauer nachgewiesen werden. Diese Tatsache bestétigte die
Ergebnisse der Gelelektrophorese und ermdglichte eine Quantifizierung.

Da bei der Summe aus Aggregat, Dimer, Monomer und Fragment immer ein Absinken der
Gesamtfliache errechnet werden konnte, musste ein weiterer Faktor dafiir verantwortlich sein.
Durch UV-Messungen konnte die Adsorption von G-CSF an die Glaswénde bestétigt werden.
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4.5. Untersuchung der Temperaturabhiingigkeit der Aggregation von G-CSF

In diesem Kapitel wird untersucht, ob ein direkter Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der
reversiblen Aggregation und der Trocknungstemperatur besteht.

Dazu wurden bei 23, 30, 40 und 50 °C die Rez. SAP4 und SAP7,4 getrocknet (Tab. 4-9). Nach
bestimmten Zeitabschnitten erfolgte der Probenzug fiir KF, DSC, SEC, Lichtblockade und
Gelelektrophorese.

Trocknung | Dauer der Heizung, | Gesamttrocknungsdauer
bei [°C] dann RT bis Ende [h:min]
23 23:15 bei 23 °C 23:15
30 8:15 bei 30 °C 22:00
40 3:00 bei 40 °C 20:30
50 1:52 bei 50 °C 20:30

Tab. 4-9: Ubersicht iiber Dauer der Heizung und Gesamttrocknungsdauer

Je nach Trocknungstemperatur musste mit einer anderen Konfiguration bestehend aus dem
VTS-2, der Kiihlfalle und den beiden Vakuumpumpen getrocknet werden, um Siedeverzug zu
vermeiden.

Die Daten zum intermedidren Monomer-Minimum von der Trocknung bei 40 °C wurden im
Kapitel vorher bereits dargestellt. Diese werden nun in den Kontext zu den anderen 3
Trocknungstemperaturen gestellt.

Restwassergehalte und T,-Werte

Der RWG am Ende der Trocknung lag zwischen 1,8 und 4,6 %. Die T,-Werte betrugen zwischen
27 °C und 49 °C. Eine Korrelation zwischen den RWG- und T,-Werten konnten nicht abgeleitet
werden (Tab. 4-10).

Trocknung RWG [%] T, [°C]
bei [°C] SAP4 SAP7.,4 SAP4 SAP7.,4
23 3,0 3.3 45,0 48,1
30 2,3 1,8 46,0 48,5
40 4,6 4,2 41,3 43,7
50 2,9 4,6 41,8 27,3

Tab. 4-10: RWG- und T,-Werte

SEC-Ergebnisse
Tab. 4-11 listet den Umfang des auftretenden intermedidren Monomer-Minimums bei
verschiedenen Trocknungstemperaturen auf.

Trocknung | Ausmal der reversiblen Aggregation
bei [°C] SAP4 SAP7,4
23 gering gering
30 gering vorhanden
40 gering sehr ausgeprigt
50 irrev. >> rev. Aggregation

Tab. 4-11: Ausmaf} der reversiblen Monomer-Minima bei verschiedenen Trocknungstemperaturen
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e Bei der Trocknung mit 23 °C kam es bei beiden Rezepturen nur zu einer schwachen
Auspriagung eines Monomer-Minimumes.

e Wihrend bei Rez. SAP7,4 bei 30 °C Trocknung ein eindeutiges Minimum auftrat, war es bei
Rez. SAP4 nur schwach erkennbar.

e Bei 40 °C Trocknung konnte fiir Rez. SAP4 nur ein geringes Ausmall und bei Rez. SAP7,4
ein sehr ausgeprégtes Absinken des Monomer-Gehalts bestimmt werden.

e Die Auswertung der Proben der 50 °C Trocknung gestaltete sich schwierig. Bis auf die erste
Probe bei Rez. SAP7,4 konnten alle anderen nur noch zu getriibten Losungen rekonstituiert
werden. Ab dem Probezug von 70 min zeigten die Proben der Rez. SAP4 das gleiche
Verhalten. Bei beiden Rezepturen iiberlagerte die auftretende, irreversible Aggregation ein
mogliches Monomer-Minimum.

Auf der néchsten Seite sind die Diagramme mit den prozentualen Aggregat-, Dimer- und

Monomer-Gehalten von beiden Rezepturen abgebildet (Abb. 4-12 bis Abb. 4-17).
Eine Ellipse in den Abbildungen markiert den Bereich in dem reversible Aggregation auftrat.
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Trocknung von SAP4 bei 23 °C
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Abb. 4-12: Trocknung von Rez. SAP4 bei 23 °C

Abb. 4-13: Trocknung von Rez. SAP7.4 bei 23 °C
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Monomer [%]

Aggregat, Dimer [%]

4
_2
SOV —

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Zeit [min]

‘+Monomer —@— Aggregat —— Dimer ‘

Monomer [%]

Trocknung von SAP7.4 bei 30 °C

Aggregat, Dimer [%]

T T T T T T T T 0
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Zeit [min]

‘ —— Monomer —@— Aggregat —— Dimer ‘

Abb. 4-14: Trocknung von Rez. SAP4 bei 30 °C

Abb.

4-15: Trocknung von Rez. SAP7,4 bei 30 °C
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Abb. 4-16: Trocknung von Rez. SAP4 bei 40 °C

Abb. 4-17: Trocknung von Rez. SAP7,4 bei 40 °C

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



98 4. AGGREGATIONS-VERHALTEN VON G-CSF

Anhand der SEC-Daten konnte bei Rez. SAP7,4 eine Abhéngigkeit der reversiblen Aggregation
von der Trocknungstemperatur belegt werden (Tab. 4-11). Bei Rez. SAP4 wurde kein
ausgeprigtes Monomer-Minimum beobachtet, oder es kam zu einer Uberlagerung der
reversiblen Aggregation durch die irreversible Aggregation. Zur Stiitzung dieser Aussage
wurden von ausgewdihlten Proben die Partikelgehalte bestimmit.

Lichtblockade-Ergebnisse

Bei der 50 °C Trocknung zeigten alle Proben nach spétestens 20 min SAP7,4 bzw. 70 min SAP4
eine starke Trilbung oder wiesen ausgeflocktes Protein auf. Alle Proben der anderen
Trocknungstemperaturen entsprachen den Anforderungen des Ph. Eur [109].

Bei keiner der Messreihen konnte eine direkte Abhéngigkeit zwischen der Partikelzahl und dem
Monomer-Gehalt festgestellt werden. Die Lichtblockade-Messungen leisteten keine Hilfe-
stellung bei der Aufklarung der reversiblen Aggregation.

Fazit:

Die SEC-Ergebnisse lieBen eine Aussage iiber eine Abhédngigkeit von der Temperatur zu. Bei
Rez. SAP4 konnte nur eine geringe Abhdngigkeit festgestellt werden, wéahrend bei Rez. SAP7,4
eine Beziehung zwischen dem Ausmall der reversiblen Aggregation und der
Trocknungstemperatur bestand. Allerdings erstreckte sich diese Abhéngigkeit nur iiber einen
Temperaturbereich von 23 °C bis 40 °C. Bei hoheren Temperaturen kam es zu einer
Uberlagerung der reversiblen Aggregation durch die thermisch kontrollierte irreversible
Aggregation.

Zusammenfassung der Ergebnisse des reversiblen Aggregations-Verhaltens von G-CSF

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die reversible Aggregation durch SEC, AF4 und
Gelelektrophorese bestitigt werden konnte.

Pestrelski und Mitarbeiter wiesen an G-CSF dehydratations-induzierte Verdnderungen der
Konformation nach und folgerten aus ihren Daten, dass es sich dabei aber um reversible
Verdanderungen handelte [165]. Weitere Arbeitsgruppen konnten auf andere Art nachweisen,
dass es zu keiner bzw. nur teilweise lokaler Konformationséinderung beim G-CSF kommt
[43,166,167]. Ein Hinweis fiir derartige geringfiigige Konformationsdnderungen konnten zum
Teil bei Fraktogrammen der AF4 beobachtet werden. Sie wurden in Kapitel 4.4. beschrieben.

Die Lyophilisation von G-CSF ohne Stabilisator- oder Hilfsstoff-Zusitze fiihrte bei Bae zu
einem Monomer-Verlust von 80 %, wohingegen durch den Zusatz von Mannit und Polysorbat 80
keine Abnahme des Gehalts zu messen war [168]. G-CSF-Losung des unglykosilierten G-CSF
ist bei pH 4 stabil, wahrend erhohte Temperaturen und pH-Werte von 7-8 sehr schnell zur
Aggregation flihren [42,45,132].

Die Aminosdure Cystein in Position 17 ist bei unglykosiliertem und glykosyliertem G-CSF
teilweise dem umgebenden Losungmedium ausgesetzt. Im Sauren liegt das Cystein protoniert
vor und beide G-CSF-Varianten besitzen im sauren Milieu eine hohe Stabilitit. Im Gegensatz
dazu weisen beide G-CSF-Formen im neutralen Milieu eine hohe Instabilitit auf. Durch den
Austausch des Cysteins durch die Aminosdure Serin konnte belegt werden, dass das Cystein eine
grofle Rolle bei der Instabilitdt im Neutralen spielt. Die Serin-Variante des G-CSF ist auch im
Neutralen sehr stabil [43].
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Hasegawa beschreibt ein thermodynamisches Modell iiber die unterschiedliche Instabilitdt von
unglykosiliertem und glykosiliertem G-CSF. Es wird angenommen, dass die Denaturierung iiber
eine ionische Zwischenstufe verlduft. Die Zuckerkette des glykosilierten G-CSF kann zwar die
Ausbildung der ionischen Zwischenstufe genauso wenig wie die zuckerfreie G-CSF-Form
verhindern, aber die nachfolgende Denaturierung verlduft beim glykosilierten G-CSF 10-fach
langsamer. Die ionische Thiol-Gruppe ist sehr reaktiv fiir Oxidationen. Es wird vermutet, dass
durch sterische Hinderung der Zuckerkette des glykosilierten G-CSF der Angriff von freien
Radikalen an der deprotonierten Thiol-Gruppe behindert werden kann. Es wird weiterhin
angenommen, dass dies den Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit der G-CSF-Formen
verursacht [169].

Die Verwendung eines HEPES-Puffers (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsdure)
ermoglichte Kasraian die in vivo Aktivitit von bovinem G-CSF bei neutralem pH bei 40 °C zu
verlangern. Als Stabilisierungsmechanismus werden elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen dem zwitterionischen Puffer und geladenen Regionen der Proteinoberfléche
angenommen [170].

Bartkowski et al. untersuchten bei 50 °C die Aggregation von G-CSF in Abhéngigkeit vom pH
der Losung. Bei pH 2,9 bildeten sich nicht-kovalente 16sliche Aggregate. Ab einem pH von 4 bis
6,2 entstand eine Mischung aus nicht-kovalenten und kovalenten Aggregaten, wobei der Anteil
der kovalenten Aggregate parallel zum Ansteigen des pH-Wertes zunahm. Durch
Gelelektrophorese konnte aufgekldrt werden, dass die kovalenten Aggregate durch
intermolekulare Disulfidbriicken gebildet wurden [155].

Entfaltete Monomere konnen sich irreversibel zu Dimeren zusammenlagern oder sich an
bestechende Aggregate anlagern Diese Aggregation ist ein kinetisch kontrollierter Prozess.
Saccharose inhibiert die Aggregation von G-CSF durch den Mechanismus der preferential
exclusion.. Durch Saccharose wird der Anteil an aufgefalteter oder teilweise entfalteter
Monomerspezies zuriickgedrangt, da aufgrund der Theorie der preferential exclusion der native,
kompakte Zustand thermodynamisch begiinstigt wird. Unter physiologischen Bedingungen bildet
natives, monomeres G-CSF reversibel Dimere aus, die nicht an dem Prozess der irreversiblen
Reaktion beteiligt sind [45][171]. Neben der thermodynamischen Triebkraft, die auf einem
Gleichgewichtsprozess beruht, gibt es den alternativen Weg, der einen kinetisch kontrollierten
Prozess darstellt.

Das in den Versuchen der Kapitel 4.1. bis 4.5. beobachtete Absinken des Monomer-Gehalts ging
stets mit dem steilen Anstieg des Dimer-Gehalts einher. Durch die weitere Trocknung der Probe
nahm der Anteil des nativen Monomers wieder zu und der Anteil des reversibel entstandenen
Dimers wieder ab. Besonders klar ist dieser Vorgang in Abb. 4-9 und Abb. 4-17 zu erkennen.
Die Ergebnisse der SEC, AF4 und Gelelektrophorese sind damit mittels der Stabilisierung durch
preferential exclusion von Saccharose schliissig erkldrbar und stimmen mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen iiberein. Da es im Bereich des Monomer-Minimums zur verstiarkten
Ausbildung von Dimeren kam, wird nun klar, dass die Lichtblockade mit einem Messbereich
von groBer 1 um bis 200 um fiir Partikel kein geeignetes Verfahren zur Untersuchung der
reversiblen Aggregation darstellte. Erst durch irreversible Prozesse gebildete Partikel konnten
erfasst werden.

Das trotz der reversiblen Bildung von Dimer-Spezies nicht der eingesetzte Monomer-Gehalt
wieder erreicht werden konnte, ldsst sich durch die parallel auftretende irreversible Aggregation
erkldren. Wie bereits frither dargestellt, tritt irreversible Aggregation in Abhingigkeit von der
Trocknungstemperatur und der Dauer des Aufenthalts im rubber-Zustand auf.
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Bei den beiden 40 °C Trocknungs-Versuchen in Kapitel 4.3. und 4.4. war die reversible
Aggregation des Monomers bei Rez. SAP7,4 sehr viel stirker als bei SAP4 ausgeprégt (Abb. 4-8,
Abb. 4-10 und Abb. 4-11). Eine These fiir dieses Verhalten kann sein, dass bei der sauren
Formulierung die Aminosdure Cystein in Position 17 protoniert vorliegt und offensichtlich
dadurch die Bildung des Dimers inhibiert wird.

Bei der neutralen Rezeptur kam es zu einem starken Absinken des Monomer-Gehalts und einer
starke Zunahme von Dimeren, wie in Abb. 4-9 erkennbar.

In Kapitel 4.5. wurde die Abhdngigkeit des Aggregations-Verhaltens von der Temperatur mit
diesen beiden Rezepturen untersucht. Nur die 40 °C Trocknung folgt der gerade aufgestellten
These. Bei der 23 °C und 30 °C Trocknung sank der Monomergehalt der Rez. SAP4 stets weiter
ab als bei SAP7,4. Das Ausmal} des gebildeten Dimers und Aggregats war bei Rez. SAP4
ebenfalls grofer als bei SAP7,4. Damit besitzt die aufgestellte These nur eine eingeschrinkte
Giiltigkeit. Offensichtlich beeinflussen weitere Faktoren das Aggregations-Verhalten bei 23 °C
und 30 °C Trocknungstemperatur.
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4.6. Stabilitatsuntersuchung von getrockneten und fliissigen G-CSF-Proben

Um weitere Erkenntnisse liber das Aggregations-Verhalten von G-CSF zu erhalten, wurden
Proben, die wihrend der Aufkonzentrierungsphase und am Trocknungs-Ende gezogen wurden,
bei verschiedenen Temperaturen eingelagert. Diese Daten wurden mit Ergebnissen von fliissig
gelagerten Rezepturen in Beziehung gesetzt. Die Untersuchung der fliissigen, aufkonzentrierten
und getrockneten Proben erfolgte mittels Lichtblockade und SEC.

Durch diese Versuche sollte die Stabilitit des G-CSF in den unterschiedlichen
Zubereitungsformen bzw. Trocknungsstadien untersucht werden. Die aufkonzentrierten Proben
sollten Proben aus dem Bereich des Monomer-Minimums simulieren.

In zwei getrennten Prozessen wurden mit 0,5 ml Rez. SAP4 und SAP7,4 befiillte 2R-Vials bei 40
°C mit der GT-Anlage Alpha vakuumgetrocknet. Nach 26 min Aufkonzentrierung mit der
Membranvakuumpumpe erfolgte der Probezug der aufkonzentrierten Proben. Nach einer
Gesamttrocknungsdauer von 40,25 h (SAP4) bzw. 45,5 h (SAP7,4) wurden die Proben vom
Trocknungs-Ende gezogen. Die Proben von beiden Probeziigen lagerten bei 4, 22, 30 und 40 °C.

Wasserverluste, Restwassergehalte und T,-Werte

Die Wasserverlust-Daten wurden benutzt, um eine Aussage lber den RWG und den
Feststoffanteil der aufkonzentrierten Proben zu treffen. Bei beiden Rezepturen kam es zu einem
durchschnittlichen WV von ca. 74 % — 76 %, was umgerechnet einem Feststoffanteil von
ca. 27 % entspricht. Alle RWG der getrockneten Proben lagen kleiner 1 %. Bei Rez. SAP4
konnte ein mittlerer T, von ca. 56 °C und fiir Rez. SAP7,4 ein T, von 64 °C ermittelt werden.

SEC-Ergebnisse der Rez. SAP4 aufkonzentriert- bzw. getrocknet

Bei den Proben im rubber-Zustand trat in Abhdngigkeit von der Lagerungstemperatur innerhalb
von 2 Wochen starke irreversible Aggregation auf (Abb. 4-18). Hingegen verzeichneten die
getrockneten Proben innerhalb von 7 Wochen maximal 5 % Monomer- Verlust (Abb. 4-19).

Nach 17,5 h 40 °C Lagerung konnten fiir aufkonzentrierte Proben nur 18 % Monomer
nachgewiesen werden. Bei 30 °C Lagerung wurden nach 40,5 h nur noch 33 % und bei 22 °C
nach 13 Tagen 48 % Monomer detektiert. Die Lagerung im Kiihlschrank reduzierte den Protein-
Verlust und ergab nach 13 Tagen einen Monomer-Gehalt von 93 % (Abb. 4-18).

Rez. SAP4 im rubber-Zustand gelagert
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70T\
0|\ T

Monomer [%)]

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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—B—40 °C (rubber) —6— 30 °C (rubber) —&— 22 °C (rubber) —A—4 °C (rubber)

Abb. 4-18: Proben vom rubber-Zustand der Rez. SAP4
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Proben vom rubber-Zustand und vom Ende der Rez. SAP4

100 —— - — ——n
90

80
70
60

I
50 1]
\
&
!

40
30
20
10

0

Monomer [%]

0 7 14 21 28 35 42 49
Zeit [Tage]

—B8—40°C (rubber) —6—30°C (rubber) = —®—40°C(Ende) —@—30°C (Ende)

Abb. 4-19: Proben vom rubber-Zustand und vom Trocknungs-Ende der Rez. SAP4

In Abb. 4-19 wird der groBe Stabilitits-Unterschied zwischen den aufkonzentrierten und
getrockneten Proben wihrend der 40 bzw. 30 °C Lagerung deutlich. Innerhalb von 2 Tagen
aggregierten die aufkonzentrierten Proben, wohingegen die getrockneten Proben bei gleichen
Lagertemperaturen stabil blieben und nur einen geringen Monomer-Verlust aufwiesen.

Ausfiihrliche Erkldrung der Vorgénge wihrend der Vakuumtrocknung

Zu Beginn der Vakuumtrocknung liegt das G-CSF vollkommen hydratisiert in der wéssrigen
Losung vor. Die Proteinmolekiile sind an ihrer Oberfliche von Wasser in Form einer
Hydratations-Hiille umgeben. Fiir diese Hiille werden ca. 0,3 bis 0,35 g Wasser pro g Protein
bendtigt [172]. Wiahrend der Trocknung wird diese Schutzhiille um das Protein bis zu einem
Restwassergehalt von ca. 3 % bis 5 % der trockenen Probe entfernt [73,138]. Durch diese
grundlegende Verdnderung der Umgebung des Proteins kann es zu Storung des nativen Zustands
und darausfolgend zu Denaturierung kommen.

Der native Zustand, in dem globulére Proteine einen gefalteten Aufbau besitzen, befindet sich im
reversiblen Gleichgewicht mit dem denaturierten Zustand, in dem sie im entfalteten Zustand
vorliegen. Durch irreversible Reaktion bilden sich aus dem entfalteten Zustand Aggregate. Die
Gibbs-Helmholtz-Gleichung beschreibt den energetischen Zusammenhang zwischen den
gefalteten und entfalteten Zustinden des Proteins. Die gefaltete Form ist nur um
5 bis 20 kcal/mol stabiler, als der entfaltete Zustand [173].

Aufgrund der allgemein niedrigen Stabilitit in wéssriger Umgebung wird versucht Proteine
durch Zusatz von Hilfsstoffen gegen Abbaureaktionen zu stabilisieren. Angewandt werden zu
diesem Zweck Zucker und Zuckeralkohole, Aminosduren, Polymere u.v.m.. Die stabilisierende
Wirkung der genannten Hilfsstoffe kommt durch den Mechanismus der Preferential Interaction
zustande. Dabei wird die Destabiliserung des denaturierenden Zustands ausgenutzt. Wie in der
Einleitung dargestellt, wird der Hilfsstoff aus energetischen Griinden von der Proteinoberfléche
bevorzugt ausgeschlossen (preferential exclusion) und das Protein dadurch auf
thermodynamische Weise stabilisiert. Ein weiterer Gesichtspunkt ist die Beeinflussung der
Oberflachenspannung durch den Hilfsstoff [89,174,175].
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Zu Beginn der Trocknung wird das Protein durch preferential exclusion stabilisiert. Durch die
Trocknung konnte die G-CSF-Konzentration von anfinglich eingesetzten 0,35 mg/ml auf
1,1 mg/ml in den aufkonzentrierten Proben erhoht werden. Diese Konzentration liegt weit
oberhalb der von Ruddon beschriebenen Konzentration von 0,02 mg/ml, unterhalb deren es nicht
zu Aggregation kommen soll [176]. Die von Fields aufgestellte Theorie besagt, dass ab einer
ausreichend hohen Protein-Konzentration Aggregation auftreten wird [177]. In der Literatur wird
an vielen Stellen von konzentrationsbedingter Aggregation berichtet [176,178]. Die von Ruddon
angegebene Proteinkonzentration kann nur als RichtgroBe verstanden werden und muss fiir jedes
Protein individuell in Abhédngigkeit des stabilisierenden Mediums untersucht werden. Der
eingesetzte G-CSF-Bulk besall eine Konzentration von 4,2 mg/ml und zeigte eine geeignete
Stabilitét.

Je weiter die Trocknung fortschreitet, desto wahrscheinlicher wird das Auftreten von Aggregaten
bei erhohter Trocknungstemperatur durch die Dehydratisierung der Umgebung des Proteins.
Spétestens ab einem Verhiltnis von 1:1 zwischen Wasser und Feststoff ldsst sich eine bevorzugte
Hydratisierung des Proteins durch preferential exclusion nicht mehr erkldren.

Im hochkonzentrierten Zustand verliert die Stabilisierung durch preferential exclusion ihre
Wirkung und andere Stabilisierungsmechanismen kommen zum Tragen. Dies ist zum einen die
Immobilisierung im amorphen glasartigen Zustand und zum anderen die von Crowe und
Carpenter beschriebene ,,water replacement theory* [99,152,179].

Aufgrund der Aufkonzentrierung der Losung kommt es zur Ubersittigung des Hilfsstoffes durch
die angestiegene Viskositét. In einem so hochkonzentrierten Zustand besitzen die Proben eine
weiche Konsistenz. Durch den Aufkonzentrierungsprozess wurde noch nicht geniigend Wasser
entfernt, um den stabilen glasartigen Zustand zu erreichen. Bei der vorliegenden Viskositit
liegen die G-CSF- Monomere nicht immobilisiert vor. Es besteht aufgrund ihrer Beweglichkeit
in der Matrix die Moglichkeit zu physikalischen und/oder chemischen Abbaureaktionen [180].
Wie in Abb. 4-18 und Abb. 4-19 gezeigt, verursacht der rubber-Zustand die groB3e Instabilitdt der
aufkonzentrierten Proben.

Nach weiterer Wasserentfernung kommt es zu einem starken Anstieg der Viskositdt und die
Probe erstarrt im amorphen, glasartigen Zustand [73]. Im Unterschied zu einem geordneten
kristallinen Geriist besitzt der ungeordnete amorphe Zustand eine stabilisierende Wirkung
[15,77]. Bei kristallinen Hilfsstoffgeriisten liegen die einzelnen Phasen nebeneinander vor und
eine Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den Hilfsstoff- und Protein-Molekiilen ist
unmdglich. Dieser Stabilisierungsansatz leitet iiber zur Theorie des water replacements durch die
Hilfsstoffe [99,152,179]. Am Ende der Trocknung werden die Wassermolekiile an der
Proteinoberfliche gegen Hilfsstoffe ausgetauscht. Die Hilfsstoffe iibernehmen die Aufgabe des
Wassers, erhalten den nativen Zustand und bewahren das Protein vor Abbaurektionen [13,174].
Auf diese Weise werden intra- oder intermolekulare Verbindungen zwischen den Protein-
molekiilen verhindert [181], die zu Denaturierung fiihren konnen. Durch IR-Spektroskopie-
Studien kann belegt werden, dass es zu Wasserstoffbriickenbindungen kommt [182,183].

Durch Bestimmung der Glasiibergangstemperatur T, mittels DSC-Messung kann der amorphe
Zustand der Proben charakterisiert werden. Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen
dem Wassergehalt und dem T, Wasser fungiert als Weichmacher der glasartigen
Formulierungen [73,184]. Als generelle Regel kann angesehen werden, dass die Stabilitét einer
Formulierung um so groBer ist, je hoher der T,-Wert ist. Franks empfiehlt einen T, von
mindestens 40 °C fiir lagerstabile Formulierungen [73]. Die zur Stabilisierung eingesetzten
Hilfsstoffe besitzen neben der Ausbildung einer amorphen Matrix den Nebeneffekt, dass es
gleichzeitig zur Erhohung des T,-Wertes im Vergleich zur hilfsstofffreien Formulierung kommt.
Dies fiihrt zudem zu einer Erh6hung der Stabilitdt der getrockneten Proben [95].
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Mit dem Ende des Trocknungsprozesses ist jedoch keine vollstindige Stabilisierung der
getrockneten Proben erreicht. Auch im trockenen Zustand konnen Abbaureaktionen stattfinden.
Mit dem VerschlieBen der Vials beginnt sich ein Feuchtigkeits-Gleichgewicht zwischen der
getrockneten Probe und dem dariiber liegenden Gasraum einzustellen. In Abhdngigkeit von der
erzielten Restfeuchte und der Beschaffenheit der Stopfen kann es zu einer Wiederaufnahme von
geringen Mengen an Wasser durch Adsorption kommen. Aufgrund der Eigenschaft des Wassers
als Weichmacher fungieren zu koénnen, sinkt der T, um 10 °C oder mehr pro Prozent
aufgenommenes Wasser [20]. Ausgehend vom trockenen stabilen Zustand reichen wenige
Prozent wieder aufgenommenes Wasser aus, um die Probe wieder in einen rubber-dhnlichen
Zustand zu versetzen. Dort kommt es zu groBBerer Mobilidt der Wasser- und Proteinmolekiile und
ermdglicht ungewollte chemische und physikalische Abbaureaktionen [92].

Das zuletzt beschriebene Phidnomen der unfreiwilligen Riickbefeuchtung kann experimentell
bewusst ausgenutzt werden, um die Stabilitdt einer Rezeptur auf diesen unausweichlichen Faktor
wihrend der Lagerung zu {iberpriifen. Die sogenannte ,,moisture induced aggregation” wird im
nidchsten Kapitel anhand von Lagerung getrockneter Proben bei hohen relativen Feuchten
untersucht [104,147].

SEC-Ergebnisse der Rez. SAP7.4 aufkonzentriert- bzw. getrocknet

Die Proben im rubber-Zustand zeigten eine sehr geringe Stabilitdt. Innerhalb von 2,5 h sank der
Monomer-Gehalt der 40 °C Proben auf 73 % ab. Fiir die bei 30 °C und 20 °C gelagerten Proben
resultierte nach 55 Stunden jeweils ein Monomer-Gehalt von 13 %. Nach 6 Tagen Kiihlschrank-
Lagerung konnten noch 47 % Monomer detektiert werden (Abb. 4-20).

Die SAP7,4-Proben zeigten im rubber-Zustand im Vergleich mit denen der Rez. SAP4 eine sehr
viel geringere Stabilitét (Abb. 4-19, Abb. 4-20).

Bei den getrockneten Proben der Rez. SAP7,4 konnten wihrend des Zeitraums von 12 Wochen
stets Monomer-Gehalte groBer 90 % ermittelt werden (Abb. 4-21). Aufgrund der groflen
Instabilitdt der aufkonzentrierten Proben, mussten die 20 °C bzw. 4 °C gelagerten Proben zum
Vergleich zwischen aufkonzentrierten und getrockneten Proben ausgewihlt werden, um den
Verlauf der Kurven erkennen zu konnen (Abb. 4-21).

Rez. SAP7.4 im rubber-Zustand gelagert
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Abb. 4-20: Proben vom rubber-Zustand der Rez. SAP7,4
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Proben vom rubber-Zustand und Ende der Rez. SAP7.4
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Abb. 4-21: Vergleich der Proben vom rubber-Zustand und vom Trocknungs-Ende der Rez. SAP7,4

Lichtblockade-Ergebnisse der autkonzentrierten-/getrockneten Proben der beiden Rezepturen
Alle Ergebnisse entsprachen den Anforderungen des Ph. Eur. [109]. Aus den Partikelzahlen der
Rez. SAP4 lieB3 sich keine Tendenz ableiten.

Bei den Proben aus dem rubber-Zustand der Rez. SAP7,4 konnte ein Anstieg der Partikelzahlen
fiir kleine Partikel im Bereich von 1 bis 2,9 um in Abhéngigkeit von der Lagerdauer beobachtet
werden. Dies wies auf einen direkten Zusammenhang zwischen Lagerung und Aggregation hin.

Lagerung von Fliissig-Proben

Aufgrund der Tatsache, dass Proteine in fliissigen Zubereitungen nur eine geringe Stabilitét
aufweisen, werden die Formulierungen {iiblicherweise einer Gefrier-, Vakuum- oder
Spriihtrocknung unterworfen, um stabile Lagerformen zu gewinnen [35,38,185,186].

Anhand der gelagerten Proben konnte gezeigt werden, dass besonders hohe Instabilitdt bei den
aufkonzentrierten, feuchten Proben besteht.

Wie stabil oder instabil sich G-CSF in fliissigen Zubereitungen verhélt, wurde nachfolgend durch
die Lagerung von fliissigen Proben untersucht. Mit dieser Vorgehensweise sollte der Unterschied
zwischen fliissig und aufkonzentriert gelagerten Proben tiberpriift werden. Da das verwendete
G-CSF als optimierte fliissige Zubereitung als zugelassenes Handelsprodukt existiert und aus der
Literatur die hohe Stabilitdt bei pH 4 bekannt ist [27,43,132,187], war zu erwarten, dass die
rubber-Proben eine geringere Stabilitét als die fliissigen Proben aufweisen sollten.

Frisch hergestellte Rezeptur wurde in Vials eingefiillt, diese bei 4 °C, 22 °C, 40 °C, und 50 °C
gelagert und als Analytik Lichtblockade und SEC benutzt.

e Lichtblockade-Ergebnisse der beiden fliissigen Rezepturen

Mit Ausnahme der 50 °C gelagerten Proben entsprachen alle anderen der Priifung auf
nichtsichtbare Partikel des Ph. Eur. [109]. Ab einer Lagerdauer von 12 h konnte in 50 °C
gelagerten Proben der Rez. SAP4 Triibung und spiter auch ausgeflocktes Protein beobachtet
werden. Die anderen SAP4-Proben zeigten keine visuell bestimmbare Triibung.

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



106 4. AGGREGATIONS-VERHALTEN VON G-CSF

Nur bei den 50 °C gelagerten Proben war eine stetige Zunahme der Partikelzahlen in allen
GroBenbereichen zu verzeichnen.

Bereits nach einer Lagerdauer von 30 min bei 50 °C konnte in den Proben der Rez. SAP7,4 eine
Triibung erkannt werden. Ab 12 h Lagerung zeigten auch die 40 °C gelagerten Proben eine
Triibung. Die anderen Proben wiesen keine visuell erkennbare Triibung auf. Alle Proben
entsprachen der Priifung auf nichtsichtbare Partikel des Ph. Eur. [109]. Eine stetige Zunahme der
Partikelzahlen konnte bei den bei 40 °C und 50 °C gelagerten Proben festgestellt werden.

e SEC-Ergebnisse der Rez. SAP4 fliissig

Es konnte bei 4 °C und 22 °C Lagerung kein Monomer-Verlust bestimmt werden, d.h. bei pH 4
war die SAP-Losung stabil (Abb. 4-22). Nach 4 Tagen 50 °C Lagerung blieb ein Monomer-Gehalt
von 22 % tibrig. Bei 40 °C Lagerung kam es innerhalb von 28 Tage zu einem Absinken des
Monomer-Gehalts um 20 %.

G-CSF liegt im Handelsprodukt Neupogen in einer 5 % igen Mannitol-Losung mit pH 4 vor und
ist mehr als 2 Jahre bei Kiihlschrank-Lagerung stabil [132].

Die Rez. SAP4 ist ebenfalls fahig bei geeigneten Temperaturen das Protein im fliissigen Zustand
zu stabilisieren.

Einlagerung fliissiger Proben der Rez. SAP4
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Abb. 4-22: SEC-Ergebnisse der Einlagerung von fliissigen Proben der Rez. SAP4

e SEC-Ergebnisse der Rez. SAP7.4 fliissig

Innerhalb von einer halben Stunde konnte bei 50 °C Lagerung bei Triibung bzw. ausgeflocktes
Protein beobachtet werden (Abb. 4-23). Nach 28 Tagen 30 °C Lagerung waren mit 56 % tiber die
Halfte des Proteins abgebaut worden. Bei der 22 °C gelagerten Probe waren noch 88 %
Monomer vorhanden.

Nur die im Kiihlschrank gelagerte Probe der Rez. SAP7,4 konnte &quivalente
Stabilititsergebnisse liefern, wie die bei 22 °C und 4 °C gelagerten Proben der Rez. SAPA4.
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Einlagerung fliissiger Proben der Rez. SAP7.4
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Abb. 4-23: SEC-Ergebnisse der Einlagerung von fliissigen Proben der Rez. SAP7,4

Vergleich gelagerter Proben mit schneller Aggregation
In Abb. 4-24 sind verschiedene Proben mit schnellem Aggregations-Verhalten iiberlagert

dargestellt. Aus dieser Abbildung kann die unterschiedliche Kinetik abgelesen werden, wie
schnell es zur Aggregation kam.

Uberlagerung von Proben mit schneller Aggregation
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Abb. 4-24: Uberlagerung der Proben, die schnelle Aggregation zeigen

——1 50 °C fliissig SAP7,4 und 40 °C rubber SAP7,4

——&—2 40 °C rubber SAP4
—— 3 30 °C rubber SAP7.,4 und 22 °C rubber SAP7,4 und 30 °C rubber SAP4

—&@— 4 50 °C fliissig SAP4 und 40 °C fliissig SAP7,4
—a&— 5 4°C rubber SAP7,4
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Die zuvor aufgestellte Hypothese, dass das G-CSF im aufkonzentrierten Zustand eine gréfere
Instabilitét als im fliissigen Zustand besitzt, kann mit der Abb. 4-24 eindeutig bewiesen werden:

e Bei 40 °C Lagerung waren aufkonzentrierte SAP7,4-Proben innerhalb von wenigen Stunden
aggregiert, wahrend die gleiche Rez. in fliissiger Form erst nach 4 Tagen so stark abgebaut

wurde (Abb. 4-25).

Proben von Rez. SAP7.4 bei 40 °C eingelagert
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Abb. 4-25: Proben der Rez. SAP7,4 bei 40 °C eingelagert

e Bei 30 °C Lagerung konnten nach 54 h bei den autkonzentrierten SAP7,4-Proben nur 13 %
Monomer detektiert werden. Nach 28 Tagen lagen bei der fliissigen Form noch 44 %

Monomer vor (Abb. 4-26).

Proben von Rez. SAP7.4 bei 30 °C eingelagert
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Abb. 4-26: Proben der Rez. SAP7,4 bei 30 °C eingelagert
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Bei den Proben der Rez. SAP4 war der Unterschied zwischen den fliissig und aufkonzentriert
gelagerten Proben grof3er als bei SAP7,4.

e Nach 17,5 h war der Monomer-Gehalt der 40 °C gelagerten rubber SAP4-Proben auf 18 %
Monomer gesunken. Bei der fliissigen Form konnten nach 12 Wochen unter gleichen
Lagerbedingungen 60 % G-CSF bestimmt werden.

e Die 30 °C gelagerte SAP4-rubber-Proben wiesen nach 54 h eine Gehalt von 13 % auf. Nach
12 Wochen der fliissigen Proben erniedrigte sich der Gehalt nur auf 90 %.

Aus Abb. 4-24 kann auBerdem abgeleitet werden, dass G-CSF im aufkonzentrierten Zustand bei
Rez. SAP7.,4 eine geringere Stabilitit als bei Rez. SAP4 aufwies.

Bei 40 °C Lagerung betrug der Unterschied nur wenige Stunden. Die bei 22 °C gelagerten
SAP7,4-rubber-Proben waren schon nach 54 h mit 18 % Monomer aggregiert, wohingegen
SAP4-rubber-Proben nach 13 Tagen noch 48 % Monomer enthielten. Die im Kiihlschrank-
gelagerten SAP7,4-rubber-Proben zeigten nach 6 Tagen nur noch einen Monomer-Gehalt von 47
%. Die saure Rez. besall nach doppelter Lagerdauer (13 Tage) den doppelten Gehalt (93 %).

Fazit:

Es konnte gezeigt werden, dass eine starke Abhingigkeit des Monomer-Gehalts der gelagerten
Proben von der Lagertemperatur, der Art der Zubereitung (fliissig, aufkonzentriert oder
getrocknet) und des Formulierungs-pH-Wertes besteht.

Proteine besitzen in fliissigen Zubereitungen aufgrund zahlreicher Abbaureaktionen nur
begrenzte Stabilitit. Wasser fungiert in der fliissigen Zubereitung als Reaktionsmedium. Daher
werden Proteine durch Gefriertrocknung oder andere Trocknungsverfahren in trockene, stabile
Lagerformen {iberfiihrt [53]. Der Stabilitits-Unterschied zwischen fliissigen und getrockneten
Proben konnte mit den Einlagerungen bestétigt werden.

Die groBite Instabilitidt besal G-CSF im aufkonzentrierten rubber-Zustand, der wéhrend der
Vakuumtrocknung durchlaufen wird. Bei gleicher Temperatur stabilisierte stets der fliissige oder
der trockene Zustand das G-CSF besser als der hochkonzentrierte rubber-Zustand. In diesem
Zustand kam es zu Aggregation, die durch die Aufkonzentrierung und den noch verbliebenen
Wasseranteil induziert wurde [144,145].

Der rubber-Zustand bildet die Schliisselstelle in der Umwandlung der Umgebung des Proteins
vom fliissigen in den trockenen Zustand. Die Literatur bekannten Theorien zur Stabilisierung im
fliissigen und trockenen Zustand, wie preferential exclusion, water replacement theory und der
glasartige amorphe Zustand, iiberlagern sich im rubber-Zustand [10,56,58,99,152,188,189]. Je
nach Feuchtigkeits-Feststoff-Verhiltnis konnen die Vorgédnge am Protein mit der einen oder der
anderen Theorie besser erkldrt werden.
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4.7. Stabilitatsuntersuchung von wieder befeuchteten getrockneten G-CSF-Proben

Im Kapitel 4.6. wurde der rubber-Zustand durch Aufkonzentrierung von fliissigen Proben
hergestellt. Nun wurden getrocknete Proben durch gezielte Riickbefeuchtung wieder in einen
hochkonzentrierten, angefeuchteten Zustand tiberfiihrt. Diese Vorgehensweise entspricht den aus
der Literatur bekannten Untersuchungen zu ,,moisture induced aggregation” von Costantino,
Langer und Klibanov [102,146,147], aber auch anderen Arbeitsgruppen [190,191].

Es wurden jeweils mit 0,5 ml Rez. SAP4 bzw. SAP7,4 befiillte 2R-Vials in der GT-Anlage
Alpha bei 40 °C vakuumgetrocknet. Nach der Aufkonzentrierung mit der Membranvakuum-
pumpe wurde die Nachtrocknung der Proben mit der Drehschieberpumpe bis zu einer Gesamt-
trocknungsdauer von 54 h fortgesetzt.

Der RWG der Proben von SAP4 lag bei 1,0 % und bei 0,4 % bei den SAP7,4-Proben. Diese
Daten korrespondieren mit den T,-Werten. Bei den Proben der Rez. SAP4 konnte ein T, von
57,9 °C und bei Rez. SAP7,4 ein Ty von 64,0 °C bestimmt werden.

Die getrockneten- Proben wurden, wie unter 2.2.2.5. beschrieben, in offenen Vials in
Exsiccatoren bei 93 % r.F., 86 % r.F., 76% r.F. und 65 % r.F. bei 20 °C eingelagert. Die
riickbefeuchteten Proben wurden mittels Lichtblockade und SEC analysiert.

SEC-Ergebnisse der riickbefeuchteten Proben

In Abhéngigkeit von der relativen Feuchte in den Exsiccatoren kam es zu Aggregation der
gelagerten Proben. Nach 3 Wochen Lagerung wurden bei 93 % r.F. nur noch 43,8 %,
bei 86 % r.F. noch 73,3 % und bei 76 % r.F. noch 81,6 % Monomer gemessen (Abb. 4-27).

Ein &dhnliches Verhalten zeigten die Proben der Rez. SAP7,4. Nach 3 Wochen konnten bei
86 % r.F. noch 35,8 % und bei 76 % r.F. noch 62,0 % Monomer detektiert werden. Die
Verdnderung schritt bei 93 % r.F. so rasch voran, dass schon nach zwei Wochen untersucht
wurde. Hier lagen nur noch 19,9 % in monomerer Form vor.

In Abb. 4-27 sind die Kurven der beiden Rezepturen dargestellt. Es wird deutlich, dass die
Proben der Rez. SAP7,4 eine geringere Stabilitit besitzen, als die von Rez. SAP4.

Vergleich der riickbefeuchteten Proben
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Abb. 4-27: Gehalte der im Exsiccator befeuchteten Proben der Rez. SAP4 und SAP7.4
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Lichtblockade-Ergebnisse der riickbefeuchteten Proben

Alle Proben entsprachen den Anforderungen des Ph. Eur. [109] .

Ab dem Probezug mit eintdgiger Probenlagerung konnten alle Proben von allen Lagerfeuchten
der Rez. SAP4 nur noch zu getriibten Losungen rekonstituiert werden.

Bei SAP7,4 kam es ab dem vierten bzw. flinften Probezug bei der Lagerung mit 93 % r.F. bzw.
86 % r.F. zu Triibungen.

Bei den Proben der Rez. SAP4 konnte eine sehr starke Abhéngigkeit zwischen der Lagerung bei
verschiedenen relativen Feuchten und der Lagerdauer beobachtet werden (Abb. 4-28).

Aus den bisherigen Versuchen und der Literatur ist bekannt, dass Rez. SAP7,4 sich instabiler als
Rez. SAP4 verhilt [132]. Wodurch es bei diesen Versuchen zur Umkehrung der bekannten
Verhiltnisse kam, blieb unbekannt. Die Riickbefeuchtung getrockneter SAP4-Proben fiihrte
offensichtlich zu instabileren Produkten. Der pH-Wert der rekonstituierten Losung hatte sich
durch die Lagerung und Riickbefeuchtung nicht verdndert und lag bei 4,0.

Partikel > 4.1 nm von Rez. SAP4

93 % r.F.
86 % r.F.
76 % r.F.

65 % r.F.

4
2 Zeit [Tage]

093 % r.F. W86 % r.F. 076 %r.F. 0 65%rF. \

Abb. 4-28: Lichtblockade- Daten der Proben Rez. SAP4

Wasseraufnahme der Proben wéhrend der Befeuchtung im Exsiccator

Die Wasseraufnahme der Proben wihrend der Riickbefeuchtung wurden gravimetrisch ermittelt.
Zwischen der Wasseraufnahmekapazitit der beiden Rezepturen bestand kein Unterschied. Abb.
4-29 zeigt exemplarisch die Wasseraufnahme bei den Proben der Rez. SAP4.

Nach 14 Tagen waren bei der Lagerung mit 93 % r.F. 100 % Massenzunahme zu verzeichnen. Es
lag daher ein Feststoff- zu Wasser- Anteil von ca. 50 : 50 vor.

Der Feststoffanteil der Probenreihen von Rez. SAP4 und SAP7,4 nahm von anfangs ca. 83 % —
80 % beim ersten Probezug zu einem Feststoffanteil von ca. 75 — 50 % ab.
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Riickbefeuchtete Proben der Rez. SAP4
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Abb. 4-29: Wasseraufnahme wihrend der Riickbefeuchtung der Proben Rez. SAP4

In Abb. 4-30 sind der Monomer-Gehalt und die Wasseraufnahme der Proben von der Rez. SAP4
gegeniibergestellt. Mit Anstieg des Wassergehaltes kam es parallel zu einem Absinken des
Monomer-Anteils. Zwischen der Feuchtigkeit der Lagerung und der Abnahme des Gehaltes
konnte ein direkter Zusammenhang bestétigt werden. Gleiches galt flir die SAP7,4-Proben.
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Abb. 4-30: Wasseraufnahme und Monomer-Gehalt der riickbefeuchteten Proben Rez. SAP4

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



4. AGGREGATIONS-VERHALTEN VON G-CSF 113

Vergleich fliissiger, aufkonzentrierter und riickbefeuchteter Proben

Die beiden folgenden Abbildungen stellen den Zusammenhang zwischen riickbefeuchteten und
den anderen gelagerten Proben her. Die Monomer-Gehalte der riickbefeuchteten Proben werden
mit den Ergebnissen der bei 22 °C gelagerten Proben verglichen. Die im aufkonzentrierten
rubber-Zustand bei 22 °C gelagerten SAP4-Proben zeigten eine stirkere Aggregation als die bei
93 % r.F. riickbefeuchteten Proben (Abb. 4-31).
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Abb. 4-31: Monomer-Gehalte riickbefeuchteter und anderer Proben von Rez. SAP4 (22 °C)

Die riickbefeuchteten, fliissigen und getrockneten SAP7,4-Proben zeigten eine viel ausgepragtere
Stabilitdt, als die bei 22 °C gelagerten Proben aus dem rubber-Bereich (Abb. 4-32).
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Abb. 4-32: Monomer-Gehalte riickbefeuchteter und anderer Proben von Rez. SAP7,4 (22 °C)
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Fazit:

Zwischen dem AusmaBl der Aggregation, der relativen Feuchte der Lagerung und der
aufgenommenen Wassermenge konnte ein direkter Zusammenhang nachgewiesen werden. Bei
der Rez. SAP7,4 wurde durch die Riickbefeuchtung eine stirkere Aggregation als bei der Rez.
SAP4 ausgelost.

Allerdings konnte dies mit der Lichtblockade nicht bestdtigt werden. Im Gegensatz zu dieser
Erwartung waren die Proben der Rez. SAP4 stark getriibt und zeigten eine kontinuierliche
Zunahme der Partikelzahlen. Die Proben der Rez. SAP7.4 zeigten keine auffilligen
Veranderungen iiber die Lagerdauer.

Auf molekularer Ebene laufen die unter 4.6 bereits beschriebenen Stabilisierungsvorginge in
umgekehrter Reihenfolge ab, d.h. vom trockenen zum rubber-Zustand. Durch Anlagerung von
Wasser gehen die trockenen glasartigen Proben in einen hochviskosen Zustand iiber. Die Proben
von Rez. SAP4 und SAP7,4 besalen mit einem Feststoffanteil von 50 bis 80 % eine grofere
Viskositdt, als die aufkonzentrierten Proben aus dem vorherigen Kapitel. Trotz der
Riickbefeuchtung in den rubber-Zustand verhinderte die hohere Viskositdt der Proben die
Aggregation des G-CSF. Das G-CSF lag noch ausreichend immobilisiert in der weichen Proben-
Matrix vor. Bei den aufkonzentrierten Proben in Kapitel 4.6. war der Wasseranteil hoher und
fithrte demzufolge aufgrund niedrigerer Viskositdt der Proben zu stirkerer Aggregation.
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4.8. Zusammenfassung des Aggregations-Verhaltens von G-CSF

Bei Trocknungsversuchen mit dem IR-Dancer war beobachtet worden, dass der G-CSF-
Monomer-Gehalt zu einem Minimum absinkt und anschlieBend wieder ansteigt. Dazu
gegenldufig erfolgte der Anstieg und das Absinken des Dimer- und Aggregat-Anteils. Wahrend
der Trocknung kam es zur reversiblen Aggregation des G-CSF.

Bevor die reversible Aggregation mit anderen Trocknungsgerdten untersucht werden konnte,
mussten die Voraussetzungen geschaffen werden, die Analytik so zu organisieren, dass eine
Induzierung von Aggregation durch die Probenbehandlung ausschlossen war. Anhand von
Einfrier-/Auftau-Zyklen mit fliissigen, aufkonzentrierten und getrockneten Proben konnte
gezeigt werden, dass Schockgefrieren der Proben keine Verdnderung an den Proben hervorruft.
Die gefrorenen Proben konnten mit dieser Vorgehensweise schlie8lich einzeln aufgetaut und
analysiert werden.

Die Beobachtung der reversiblen Aggregation der IR-Dancer-Versuche konnte in zahlreichen
Versuchen in verschiedenen Vakuumtrockenschrianken bestétigt werden.

Um Artefakte durch die SEC ausschlieBen zu kénnen, wurden Proben parallel mit der SEC und
der AF4 untersucht. Mit beide Verfahren liel sich feststellen, dass bei der Trocknung ein
Monomer-Minimum auftritt.

Mit der AF4 konnten Fragmente detektiert werden. Diese wurden durch Gelelektrophorese
bestitigt. Bei der Trennung mit der SEC besitzen die Fragmentfraktionen die gleiche
Retentionszeit wie die Hilfsstoffzusdtze Arginin und Phenylalanin. Die Peaks der Hilfsstoffe
iiberlagern die moglichen Fragment- Peaks.

In Abhéngigkeit von der Trocknungszeit kam es zur Abnahme der mittels SEC und AF4
bestimmten Gesamtfliche. Die Fragment-Anteile alleine konnten den Gehalts-Verlust nicht
ausreichend erkldren. Es musste noch einen weiteren Grund flir diese Verluste geben. Als
Ursache fiir die Abnahme der Gesamtfliche konnte schlie8lich die Adsorption von Protein an die
Glaswand der Vials ermittelt werden. Die Adsorption konnte trotz Tensidzusatz zur
Formulierung nicht verhindert werden. Johnston untersuchte den Einfluss von Tensidzusitzen
auf die Adsorption von G-CSF an verschiedene Packmittel. Polysorbate zeigten dabei einen
positiven Effekt die Adsorption zu vermindern [164]. Calhoun konnte im Gegensatz zu Johnston
bei G-CSF keine Adsorption beobachten [163]. Eine Optimierung der Adsorption durch
Variation der Art und Menge des Tensidzusatzes wurde nicht durchgefiihrt, da sie nicht im Focus
dieser Arbeit stand.

Um die reversible Aggregation ndher zu charakterisieren, wurde die Abhdngigkeit des
Phanomens von der Temperatur untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Rezeptur SAP4 eine
groBBere stabilisierende Wirkung auf G-CSF ausiibt und es nicht zu einem klar erkennbaren
Monomer-Minimum kam. Im Gegensatz dazu war bei der Rezeptur SAP7,4 eine Abhingigkeit
von der Temperatur zu erkennen. Bei beiden Rezepturen wurden bei zu hoher
Trocknungstemperatur die reversible Denaturierung des G-CSF durch die irreversible
Aggregation liberdeckt.
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Die Ergebnisse zum reversiblen Aggregations-Verhalten des G-CSF stimmen mit Angaben in
der Literatur iiberein, in denen von einem reversibel gebildeten Dimer berichtet wird. Die
Bildung dieser Dimer-Spezies wird thermodynamisch durch preferential exclusion von
Saccharose begiinstigt. Diese Dimere entstehen aus zwei nativen, gefalteten Monomeren und
greifen nicht in die Aggregation des G-CSF ein. Das als intermedidres Monomer-Minimum
beobachtete Aggregations-Verhalten des G-CSF ist somit aufgeklart.

Mit Hilfe von Einlagerungen wurde das Verhalten von G-CSF im fliissigen, aufkonzentrierten
und getrockneten Formulierungs-Zustand auf Stabilitdt untersucht. Die aufkonzentrierten
Proben, die sich im rubber-Zustand befanden, wiesen die grofte Instabilitdt auf [144,145]. Mit
grolem Abstand folgten die fliissigen Proben. Am stabilsten verhielten sich die getrockneten
Proben [53,192,193].

Ein weiterer Ansatz bei der Untersuchung der Aggregations-Phdnomene bestand aus der
gezielten Riickbefeuchtung von getrockneten Proben analog der Vorgehensweise von Costantino
bei der Untersuchung der ,,moisture induced aggregation* [146,147].

Hierbei wurde eine direkte Abhdngigkeit der Aggregation vom Feuchtigkeitsgehalt der Proben
festgestellt.

In Abb. 4-33 sind die Ergebnisse zur Untersuchung der Aggregation anhand der Einlagerungen
von fliissigen, aufkonzentrierten, riickbefeuchteten und getrockneten Proben zusammengefasst:

Instabilitét
A rubber

Wasseranteil
Abb. 4-33: Zusammenhang zwischen Zustand und Stabilitiit der Probe

e Die fliissige Rez. SAP4 besal} eine hohere Stabilitét als SAP7,4.
e Das Ausmal der reversiblen Aggregation war bei Rez. SAP4 geringer als bei SAP7,4.

e Die getrockneten Proben beider Rezepturen zeigten vergleichbare Stabilitit.

Bei der Trocknung von Proteinlosungen bildet der rubber-Zustand die Schliisselstelle in der
Umwandlung der Umgebung des Proteins vom fliissigen in den trockenen Zustand. Je nach
Wasser-Feststoff-Verhaltnis konnen die Vorgdnge am Protein mit der einen oder der anderen
Theorie zur Stabilisierung im fliissigen und trockenen Zustand besser erkldrt werden
[10,56,58,99,152,188,189].
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Im aufkonzentrierten Zustand besitzt das Protein die grofite Instabilitit. Am einfachsten lassen
sich die Aggregations-Vorginge anhand der unterschiedlichen Viskositdt der Trocknungsstadien
erkldren. Die einzelnen Molekiile sind nicht mehr frei beweglich wie im fliissigen Zustand.
Andererseits ist die Viskositit der hochkonzentrierten Formulierung noch nicht hoch genug, um
die Molekiile in der Matrix vollstindig zu immobilisieren. Aufgrund der groBen rdumlichen
Néhe und der noch vorhandenen Beweglichkeit kann es zur Anndherung und Anlagerung der
einzelnen Molekiile kommen. Dies ermdglicht die Zusammenlagerung zu grofleren Einheiten. Je
nach Art und Dauer der Zusammenlagerung kann von reversibler oder irreversibler Aggregation
gesprochen werden. Andererseits konnte bei Allison die These gefunden werden, dass es zu einer
gegenseitigen sterischen Hinderung der Proteine im hochkonzentrierten Zustand kommit.
Aufgrund der groen Nidhe zwischen den Protein-Molekiilen sollen sie sich bei der
Auffaltungsreaktion gegenseitig beeinflussen [152]. Dies konnte bei den Versuchen aufgrund des
Ausmalles der reversiblen Aggregation nicht bestatigt werden.

Da bei der Vakuumtrocknung auf dem Weg von der fliissigen zur getrockneten Zubereitung
immer der aufkonzentrierte rubber-Zustand durchquert werden muss, sind folgende Faktoren
wichtig, um eine stabile getrocknete Zubereitung zu erhalten.

e Die Trocknungstemperatur spielt eine entscheidende Rolle. Sie bestimmt die Dauer des
Verweilens im hochkonzentrierten Zustand [194]. Wie bereits an anderer Stelle ausgefiihrt,
erfolgt bei niedriger Temperatur die Proteinschidigung mehr durch die verldngerte
Trocknungsdauer als durch den Temperaturstress. Dies fithrt zu einem ldngeren Verweilen im
rubber-Zustand. Bei hoherer Trocknungstemperatur kann der hochkonzentrierte Zustand
schneller durchquert werden, andererseits sind die Proben einer hoheren thermischen
Belastung ausgesetzt. Fiir die praktische Anwendung muss ein Kompromiss bei der
Trocknungstemperatur eingegangen werden. Fiir jede Rezeptur kann eine andere Temperatur
optimale Bedingungen darstellen.

e Da dieser aufkonzentrierte Zustand unumgénglich ist, kann das Ausmall der Aggregation
durch die Optimierung der Rezeptur sehr stark beeinflusst werden [191,195]. Wie in diesem
Kapitel gezeigt werden konnte, sind die Trocknungsergebnisse bei einer Rezeptur durch die
Wahl des geeigneten pH- Wertes bereits steuerbar [196]. Die Rezeptur mit pH 4 wies
deutlich weniger Aggregation auf als die Rezeptur mit pH 7,4. Neben dem pH-Wert der
Formulierung spielen die eingesetzten Hilfsstoffe eine entscheidende Rolle fiir die
Stabilisierung des Proteins. Eine Trocknung bei pH 4 macht aus praktischen Griinden wenig
Sinn, da die Losung schon ausreichend stabil ist.

Eine optimierte Formulierung ist besonders fiir den Verbleib im trockenen Zustand notwendig.
Amorphe Strukturen liegen in einem thermodynamisch metastabilen Zustand vor. Je nach
Lagertemperatur und Glasiibergangstemperatur der Zubereitung kann es zum Verlust des
amorphen Zustands kommen. Dies flihrt meist zu einer Destabilisierung des Proteins, da das
Protein die stabilisierende Umgebung verliert. Ausloser fiir solche Vorginge sind die Aufnahme
von Feuchtigkeit durch die getrockneten Matrices.

In den Vials konnen bei der Herstellung Restmengen an Feuchtigkeit eingeschlossen werden.
Trotz Vortrocknung konnen Vial-Stopfen Feuchtigkeit abgeben bis sich ein Gleichgewicht im
Vial eingestellt hat. Durch Begasung mit trockenem Schutzgas wie Stickstoff oder Edelgasen
und geeigneten, vorbehandelte Packmitteln kann dies glinstig beeinflusst werden. Durch
Schutzbegasung kann gleichzeitig Oxidation reduziert werden.

Im nidchsten Kapitel wird daher dieser Bereich der Optimierung der Vakuumtrocknung mit
verschiedenen Formulierungen eingehender untersucht.
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5. STABILITATSUNTERSUCHUNGEN

Nach der Optimierung der Vakuumtrocknung in Kapitel 3. und der Untersuchung der
Aggregations-Phinomene von G-CSF in Kapitel 4. werden in diesem Kapitel die Ergebnisse der
Stabilitdtsuntersuchungen verschiedener Rezepturen vorgestellt.

Wie in Kapitel 3. und 4. gezeigt werden konnte, ist die Beachtung mehrerer Faktoren notwendig,
um mit der Vakuumtrocknung zu einem trockenem, stabilen Produkt zu gelangen.

Neben dem verwendeten Trocknungsgerit iibt die Trocknungstemperatur einen gro3en Einfluss
auf die Stabilisierung des Proteins aus. Verursacht werden die Stabilitdts-Unterschiede aber vor
allem durch die Rezeptur, in der das Protein getrocknet wird.

Bereits bei den Versuchen mit dem IR-Dancer in Kapitel 3.3 wurde beobachtet, dass Rezeptur
SAP7,4 ein groBBeres Stabilisierungsvermogen besitzt, als Rez. SP7.,4.

Zur Evaluierung verschiedener Kohlenhydrate bzw. Kohlenhydrat-Aminosdure-Kombinationen
auf ihre Stabilisierungseigenschaften wurden Verum-Proben im fliissigen und getrockneten
Zustand einem Kurzzeitbelastungs-Stresstest von 12 Wochen ausgesetzt.

Vorab erfolgte mittels Placeboversuchen die Auswahl geeigneter Kohlenhydrate bzw.
Kohlenhydrat-Aminosdure-Kombinationen.

Alle Verum-Proben wurden mit KF, DSC, Lichtblockade und SEC untersucht. Ausgewaihlte
Proben wurden zusitzlich mit Rontgendiffraktometrie und Rasterelektronenmikroskopie ndher
charakterisiert.

Neben dem bisher als Modellprotein genutztem G-CSF wurde fiir zusdtzlich Versuche
Erythropoietin (EPO) eingesetzt.

Aus der Literatur [17] war bekannt, dass erst durch den Zusatz von Phenylalanin zu einer
Rezeptur trockene Produkte mittels Vakuumtrocknung erhalten werden kdnnen. Deshalb wurden
neben den reinen Kohlenhydrat-Rezepturen (KH) auch Kohlenhydrat-Aminosdure-Kombi-
nationen (KH-AS) mit Phenylalanin gefrier- und vakuumgetrocknet.

Die Gefriertrocknung stellt als etabliertes Verfahren den Standard bei der kommerziellen
Herstellung getrockneter Proteinzubereitungen dar. Das Ziel dieser Arbeit war es, die
Vakuumtrocknung von Proteinarzneistoffen zu optimieren. Aus diesem Grund wurden zu
Vergleichszwecken Rezepturen mittels Gefrier- und Vakuumtrocknung getrocknet. Anhand der
vorgestellten Ergebnisse kann die Leistungsfihigkeit der Vakuumtrocknung bewertet und die
Daten der Vakuumtrocknung von denen der Gefriertrocknung abgegrenzt werden.

Fiir die Evaluierung der Stabilitit standen mehrere Parameter zur Auswahl, die gegeneinander
verglichen wurden:

Parameter Wirkstoff: G-CSF versus EPO

Parameter pH-Wert bei G-CSF: pH 4 versus pH 7,4

Parameter Aminosdure-Zusatz: Aminosédure-freie versus Aminosiure-haltige Rezeptur
Parameter Verfahren: fliissig, gefrier- oder vakuumgetrocknet
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5.1. Ergebnisse der Placebo-Versuche

In diesem Unterkapitel werden die Ergebnisse der Gefrier- und Vakuumtrocknung der Placebo-
Rezepturen diskutiert, die gemiB den Angaben in Kapitel 2.2.2.6. hergestellt wurden.

o Gefriertrocknung der Placebo-Rezepturen

Bei der Bestimmung des RWG konnten fiir alle Proben Gehalte mit weniger als 1 % ermittelt
werden (Tab. 5-1), wobei der Phenylalanin-Zusatz zu den gefriergetrockneten Rezepturen keinen
Einfluss hatte.

Bei der Bestimmung der T,-Werte wurden teilweise Einfliisse des Phe-Zusatzes offensichtlich.
Wihrend bei Raftilose mit steigender Phe-Menge der T, kontinuierlich anstieg, blieb er bei
Agenamalt unbeeinflusst. Aus den T,-Werten der anderen Derivate konnte keine allgemeine
Aussage abgeleitet werden.

Ein Ansteigen der T,-Werte fiir die Zucker mit niedrigen T,-Werten (Isomalt-Derivate) konnte
nicht beobachtet werden.

Placebo- GT RWG [%] Te[°C]
ohne Phe | 10 mg Phe| 20 mg Phe] ohne Phe | 10 mg Phe| 20 mg Phe
Raftilose P95 0,2 0,3 0,2 59,0 73,7 80,5
Raftiline ST 0,2 0,2 0,2 101,0 99,0 91,8
Agenamalt 0,1 0,2 0,2 100,0 100,1 105,4
Trehalose 0,3 0,2 0,0 70,4 61,2 92,6
Isomalt ST 0,4 0,2 0,1 40,9 38,7 28,2
GPS angereichert 0,4 0,2 0,1 34,2 36,9 28,4
GPM angereichert 0,7 0,2 0,1 41,3 33,1 28,2

Tab. 5-1: RWG und T,-Werte der gefriergetrockneten Placebo-Rezepturen

e Vakuumtrocknung der Placebo-Rezepturen

Restwassergehalte der vakuumgetrockneten Placebo-Rezepturen

Bei der Vakuumtrocknung {iibte der Phe-Zusatz einen sehr groflen Einfluss auf den
Restwassergehalt aus (Tab. 5-2).

Eine wichtige Ausnahme bildete Agenamalt. Unabhingig vom Phe-Gehalt lag bei Agenamalt ein
RWG kleiner 1 % vor. Das heif3it, dass Agenamalt als einzige bislang untersuchte Zuckermatrix
ohne weitere Zusitze praktisch vollstindig getrocknet werden konnte.

Bei allen anderen Proben konnte ein RWG zwischen 7 und 11 % fiir die Phe-freien
Zubereitungen ermittelt werden. Wéhrend der Phe-Zusatz bei Raftilose, Trehalose und GPM
angereichertem Isomalt zu einem RWG kleiner 1 % fiihrte, konnte fiir Raftiline, Isomalt ST und
das GPS angereicherte Isomalt der RWG von ca. 11 % nur auf ca. 3-5 % erniedrigt werden.

Placebo- VT RWG [V%] Tg [°C]
ohne Phe | 10 mg Phe| 20 mg Phe] ohne Phe | 10 mg Phe| 20 mg Phe
Raftilose P95 9,2 0,5 0,2 n.b. 95,9 92,1
Raftiline ST 11,3 3,2 4,0 42,9 30,3 20,8
Agenamalt 0,3 0,2 0,5 110 109,3 104
Trehalose 7,4 0,1 0,1 46,8 96,6 97,6
Isomalt ST 10,6 3,9 5,3 17,1 39,4 44,7
GPS angereichert 10,5 33 2,5 13,2 22,8 22,2
GPM angereichert 6,9 0,3 0,8 n.b. 50,2 51,7

Tab. 5-2: RWG und T,-Werte der vakuumgetrockneten Placebo-Rezepturen
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T,-Werte der vakuumgetrockneten Placebo-Rezepturen

Bei der Bestimmung des T,-Wertes wurden teilweise Einfliisse des Phe-Zusatzes deutlich.

Durch den Phe-Zusatz konnte die Trocknung der Raftilose-, Trehalose-, Isomalt ST und GPM
angereicherten Isomalt-Rezepturen sehr viel verbessert werden (Tab. 5-2). Die Werte lagen alle
iiber den T,-Werten der GT.

Umgekehrt verhielt es sich bei Raftiline. Mit steigendem Phe-Zusatz kam es trotz Abnahme des
RWG zu einem kontinuierlichen Absinken der T,. Hier lag das Ergebnis der VT sehr weit
unterhalb des der GT.

Agenamalt schien wie bereits bei der GT vom Phe-Zusatz in seinem Trocknungsverhalten nicht
beeinflusst zu werden. Alle drei Werte waren dhnlich den T,-Werten der GT.

Fazit:

Der Restwassergehalt bei der Gefriertrocknung ergab stets Werte kleiner 1 %. Bei der Vakuum-
trocknung konnte der Restwassergehalt durch den Phe-Zusatz stark gesenkt und gleichzeitig der
T,-Wert erhoht werden.

Die Ergebnisse bei Agenamalt unterscheiden sich nur minimal bei beiden Trocknungsverfahren.
Agenamalt lieferte auch ohne Phe-Zusatz mit Vakuumtrocknung trockene Produkte mit niedriger
Restfeuchte und hohem T,. Verschiedene Phe-Konzentrationen hatten auf die Ergebnisse bei
beiden Trocknungsmethoden keinen Einfluss.

Fiir Verum-Versuche wurden Agenamalt, Raftilose und Trehalose ausgewéhlt.

Die Isomalt-Derivate und Raftiline fanden bei den Verum-Versuchen keine Anwendung. Aus der
Literatur ist bekannt, dass es vorteilhaft fiir die Lagerstabilitit ist, wenn der
T,-Wert deutlich oberhalb der Lagertemperatur liegt [8,88,92].

Da die T,-Werte der verschiedenen Isomalt-Derivate nur maximal 52 °C erreichten, wurde auf
weitere Versuche mit Isomalt-Derivaten verzichtet.

Raftiline lieferte bei der Gefriertrocknung niedrige Restwassergehalte und sehr hohe
T,-Werte. Bei der Vakuumtrocknung konnte der Phe-Zusatz den Restwassergehalt zwar von
11 % auf 4 % senken, aber die zugehorigen T,-Werte lagen nur zwischen 21 °C und 43 °C. Diese
niedrigen Werte waren fiir weitere Versuche nicht vielversprechend. Warum es bei den
vakuumgetrockneten Raftiline-Proben zu einer Abnahme des T,-Wertes in Abhédngigkeit vom
Phe-Zusatz kam, konnte nicht aufgekldrt werden. Da gleichzeitig zum Phe-Zusatz eine
Erniedrigung des Restwassergehaltes erfolgte, sind die Daten unplausibel.
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5.2. Stabilitit von G-CSF-Zubereitungen

Nachfolgend werden die Ergebnisse der bei verschiedenen Temperaturen eingelagerten Proben
vorgestellt. Die Rezepturen wurden in fliissiger Form und als gefrier- bzw. vakuumgetrockneten
Proben eingelagert. Genaue Angaben zur Nomenklatur der Proben und Herstellung und
Lagerung sind in Kapitel 2.2.2.5. und 2.2.2.6. zu finden.

Alle Proben wurden auf die Restfeuchte, den T,-Wert und auf Partikel untersucht. Mittels SEC
wurde eine Aussage iiber die Stabilitdt der Zubereitung getroffen.

Ausgewdhlte Proben wurden noch mit Rontgendiffraktometrie und Rasterelektronenmikros-
kopie untersucht. Diese Daten werden separat in Kapitel 5.4. vorgestellt.

Vorgehensweise bei der Auswertung der eingelagerten Proben

Aus den Ergebnissen der visuellen Uberpriifung und der Lichtblockade-Messung der Proben
konnten bereits erste Schliisse auf das Stabilisierungsvermdgen der verschiedenen Rezepturen
gezogen werden.

Bei einigen Rezepturen kam es zu einer Gelb-Verfarbung der Proben wihrend der Lagerung. Bei
der Rekonstitution resultierten schlieBlich gelbe Losungen, deren Intensitdt direkt proportional
der Lagerungstemperatur war. Ein direkter Zusammenhang zwischen dieser Beobachtung und
den Partikelzahlen und den SEC-Ergebnisse konnte nicht hergestellt werden. Besonders stark
zeigte sich die Verfirbung bei den fliissigen Cyclodextrin-Rezepturen. Der Verdacht auf
Maillard-Reaktionen bei der Gelbfarbung liegt nahe. Eine weitere Untersuchung stand nicht im
Focus dieser Arbeit.

Die Restwassergehalte nach der Trocknung werden mit den nach 12 Wochen bei verschiedenen
Temperaturen gelagerten Proben verglichen.

Zur tiibersichtlichen Gestaltung werden in den folgenden Kapiteln nur die SEC-Ergebnisse der
4 °C und 20 °C FEinlagerung nach 12 Wochen graphisch dargestellt. Alle Werte beruhen aus
Griinden des Probenumfanges auf Einzelpunkt-Bestimmungen. Zur weiteren Diskussion werden
Daten aus der Anlage hinzugezogen.

In den folgenden fiinf Kapiteln wird die Stabilitdt von G-CSF in Phe-freien und Phe-haltigen
Rezepturen mit pH 4 und pH 7,4 besprochen. AnschlieBend folgen fiinf Kapitel zur Stabilitit von
EPO.

Alle angegebenen SEC-Ergebnisse sind auf den Monomergehalt der frisch hergestellten
Rezeptur bezogen. Bei den getrockneten Proben wird jeweils zwischen dem Monomerverlust
durch den Trocknungsprozess und die Lagerung unterschieden.
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5.2.1. G-CSF-Rezepturen mit Agenamalt mit und ohne Phenylalanin-Zusatz

Bei allen Agenamalt-Rezepturen wurde eine Triibung beobachtet, die wihrend der Lagerdauer
nicht zunahm. Es konnten keine partikuldren Verunreinigungen in Form von aggregiertem und
ausgeflocktem Protein visuell oder mittels Lichtblockade erfasst werden. Ein Einfluss der
Triibung auf die SEC-Ergebnisse lie sich nicht feststellen. Die Triibung wurde vermutlich durch
Agenamalt verursacht, dessen hohermolekulare Bestandteile wegen ungeniigender Loslichkeit
teilweise wieder ausgefallen waren. Die Proben wurden trotz der Triibung aufgrund niedriger
RWG und hoher T,-Werte iiber die gesamte Zeit gelagert und G-CSF auf die Stabilitét
untersucht.

Mit beiden Trocknungsmethoden konnten gleichermallen niedrige RWG bei gleichzeitig hohen
To-Werten zu Beginn und am Ende der Lagerung ermittelt werden. Dabei ist besonders
bemerkenswert, dass dies auch fiir die Phe-freien vakuumgetrockneten Proben gilt. Analog den
Placebo-Agenamalt-Rezepturen erfolgte mit reinen G-CSF-Agenamalt-Rezepturen eine schnelle
Durchquerung des rubber-Zustandes zu trockenen Produkten (Tab. 5-3). Die angegebenen
Restwassergehalte stellen den hochsten Wert der jeweiligen Rezeptur nach 12 Wochen Lagerung
dar.

GAM4|GAMP4| GAM7 4| GAMP7 4[[vAM4| vAMP4|VAM7 4| VAMP7 4
RWG [%]] 3.1 [ 34 2,9 26 || 21| 53 2,9 3,6

T,[°C] | >80 [ >77 | >80 [ >85 [ >8] >83 | >81 [ >91
Tab. 5-3: RWG und T, der G-CSF-Agenamalt-Rezepturen

Bei einem RWG von ca. 2,5 % ergaben sich bei Dekeyser bei gleicher Hilfsstoffkonzentration
im Vergleich zu Saccharose (T, 38 °C) fiir die Maltodextrine hohere To-Werte (57-75 °C)
[197]. Die Literatur-Daten korrelieren mit den ermittelten Daten.

Roos stellte eine direkte Abhédngigkeit zwischen T, und Molekulargewicht verschiedener
Maltodextrine fest, d.h. je hoher das Molekulargewicht, desto groBer der T, [96]. Allgemein
bilden Kohlenhydrate mit groerem Molekulargewicht schneller eine glasartige amorphe
Struktur mit hohem T, aus [99].

Bei dem verwendeten Agenamalt handelt es sich um ein Kohlenhydrat mit hoherem
Molekulargewicht. Dies erklért die schnelle Trocknung zum niedrigen RWG und hohen T,. Aus
der Tab. 5-3 ldsst sich ablesen, dass der Phe-Zusatz keinen positiven Einfluss auf die RWG-
Ergebnisse der Gefriertrocknung und einen schwach negativen Effekt auf die
vakuumgetrockneten Proben ausiibte.

Der Monomerverlust der getrockneten Proben kann in den Verlust durch Trocknung und durch
Lagerung unterteilt werden.

Monomer-Verlust [%] AM4 | AMP4 | AM7,4 | AMP7.,4

GT-Prozess 13,1 7,6 19,5 10,0
Lagerung GT-Proben ca. 14 | ca. 12 ca. 8 ca. 8
VT-Prozess 13,8 10,0 21,3 12,4

Lagerung VT-Proben ca. 7 ca. 7 ca. 2 ca. 8

Tab. 5-4: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

Die Phe-freien Rezepturen wiesen stets einen héheren Monomer-Verlust durch die Trocknung
auf. Die Vakuumtrocknung 16ste jeweils einen um bis zu 2,4 % groBBeren Monomerverlust aus.
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Es lieB sich daraus folgern, dass die Gefriertrocknung die Proben schonender trocknete und der
Phe-Zusatz bei beiden Trocknungsprozessen stabilisierend wirkt.

Bei Cerrutti schlug dagegen der Versuch Bickerhefe mit Maltodextrin alleine durch 40 °C
Vakuumtrocknung zu stabilisieren trotz niedrigem RWG und hohem T, fehl [82]. Mit
Maltodextrin vakuumgetrocknete Eco RI Enzyme wiesen bei Rossi eine geringere Stabilitit als
Trehalose-Rez auf, obwohl auch hier der RWG niedriger und der T, hoher war [20].

Der Monomer-Verlust im trockenen Zustand war in unseren Versuchen bei den
vakuumgetrockneten Proben fast um die Hélfte kleiner als bei den gefriergetrockneten Proben.
Bei Rez. AMP7,4 war der Verlust bei beiden Verfahren gleich (Tab. 5-4).

Aus diesen Daten kann abgeleitet werden, dass die kompakte Struktur der vakuumgetrockneten
Proben zu einem geringeren Monomer-Verlust wihrend der Lagerung fiihrte, als der pordse
Aufbau der Lyophilisate. Mit den Restwassergehalten und T,-Werten kann diese These nicht
gestiitzt werden, da die Ergebnisse sich damit nicht in Einklang bringen lassen.

In Abb. 5-1 werden die Monomer-Gehalte der bei 4 °C und 20 °C iiber 12 Wochen gelagerten
fliissigen, gefrier- und vakuumgetrockneten G-CSF-Agenamalt-Rezepturen verglichen. Die
Rezepturen bestehen aus Phe-freiem und Phe-haltigem G-CSF-Agenamalt bei jeweils pH 4 und
pH 7.4.

G-CSF-Agenamalt-Rezepturen

B AM4

B AMP4
AM7.4
AMP7 4

Monomer [%]

0
.

NNNNNNNNA\E
A
..

DAL
DLLLOODNN

7 7))\ 7

F4°C F20°C GT4 °C GT20°C VT4 °C VT20°C

7 7))\

Abb. 5-1: G-CSF-Gehalte in Agenamalt/ Agenamalt-Phenylalanin-Rezepturen (GAM7,4 bei 4 °C fehlt)

Die Phe-haltigen Agenamalt-Proben ergaben unabhédngig von der Zubereitungsform (fliissig, GT,
VT) und unabhingig vom pH-Wert stets hohere Monomer-Gehalte. Alle Gehalte lagen in einem
Bereich von 67-90 %.

Bei der 40 °C Lagerung der fliissigen Proben fiel besonders stark der Unterschied der Stabilitét
bei beiden pH-Werten der Phe-freien und Phe-haltigen Rezepturen auf (Abb. 5-2). Die saure
Rezeptur verhielt sich jeweils, wie aus der Literatur bekannt, viel stabiler als die neutrale [42-
44,132].

Durch den Phe-Zusatz in beiden Rezepturen kam es zu einer deutlichen Erhohung der Stabilitit.
Das Ausmal} der von Agenamalt bewirkten preferential exclusion konnte durch den Phe-Zusatz
offensichtlich erhoht und gleichzeitig G-CSF in der nativen Form stabilisiert werden. Das
Stabilisierungsvermogen des Phe-Zusatzes bei der neutralen Rezeptur geniigt nicht, um auch nur
anndhernd die Stabilitdt der sauren Rezeptur zu erreichen (Abb. 5-2).
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fliissice G-CSF-Agenamalt-Rez. bei 40 °C Lagerung
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Abb. 5-2: G-CSF-Gehalte fliissiger Agenamalt/ Agenamalt-Phenylalanin-Rezepturen bei 40 °C Lagerung

Corveleyn et al. schreiben Maltodextrinen zu Saccharose gleichwertige bis leicht erhohte
lyoprotektive Eigenschaften in Abhéngigkeit vom benutzten Molekulargewicht und der
Konzentration zu [198]. Dekeyser kam zu gleichen Ergebnissen bei der Lyophilisation von
Chymopapain mit Maltodextrinen bzw. Saccharose [197].

GroBere Kohlenhydrate besitzen eine stirkere sterische Hinderung zur Ausbildung von
Wasserstoffbriicken mit dem Protein im trockenen Zustand [99]. Carvajal et al. folgerten aus
thren Untersuchungen zur Cryostabilisierung von Fischmuskelproteinen, dass bei niedrigem
Molekulargewicht fiir die Stabilisierung die geringere sterische Hinderung und bei hoheren
Molekulargewichten der Einfluss der Immobilisierung und Ausbildung des glasartigen Zustandes
eine groBere Rolle spielten [199].

Fir die Stabilitdt einer Zubereitung ist ein hoher T, hilfreich, wobei er mindestens 40 °C
betragen sollte [53]. Dies war bei den untersuchten Rezepturen mit T, iiber 77 °C der Fall.
Trotzdem enttduschen die Ergebnisse der gelagerten Proben beim Monomer-Gehalt. Es wird aus
den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen gefolgert, dass es aufgrund sterischer Hinderung der
Maltodextrin-Molekiile nicht zu einer besseren Stabilisierung des trockenen Zustandes durch
Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen kommen konnte.

Fazit:

Unabhédngig vom Trocknungsverfahren und von der Rezepturzusammensetzung konnten
niedrige RWG und hohe T,-Werte erzielt werden. Trotz guter Voraussetzungen fiir eine hohe
Stabilitdt blieb diese, vermutlich aufgrund sterischer Hinderung zur Ausbildung von
stabilisierend wirkenden Wasserstoffbriicken hinter den Erwartungen zuriick. Der Phe-Zusatz
beeinflusste die Stabilitidt des G-CSF giinstig. Der Monomer-Verlust allein durch die Trocknung
lag zwischen 13-21 % (Phe-frei) bzw. 8-12 % (Phe-haltig). Aufgrund des unterschiedlichen
Autbaus des trockenen Produktes betrug der Monomer-Verlust 8-14 % (GT) bzw. 2-8 % (VT).
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5.2.2. G-CSF-Rezepturen mit Raftilose mit und ohne Phenylalanin-Zusatz

Alle getrockneten Proben mit pH 4 lieferten triibe Losungen bei der Rekonstitution. Die bei
40 °C gelagerten fliissigen Proben zeigten nach einer Woche Triibung, sowie nach 4 Wochen bei
30 °C. Die beiden neutralen Proben waren nach 8 Wochen 40 °C ebenfalls getriibt.

An VR7.4 und VRP7.,4, sowie GRP7,4 konnte eine Gelbfarbung an den trockenen Proben bzw.
den rekonstituierten Losungen in Abhdngigkeit von der Lagertemperatur beobachtet werden. Die
Ursache fiir die Gelbfirbung waren vermutlich Maillard-Reaktionen. Im Sauren sind
Aminogruppen protoniert, wiahrend im Neutralen Aminogruppen unprotoniert vorliegen und nur
in dieser Form fiir Maillard-Reaktionen zur Verfiigung stehen.

Abb. 5-3 und Abb. 5-4 vergleichen die Restwassergehalte der vier Raftilose-Rezepturen der
gefrier- und vakuumgetrockneten Proben. Neben dem Anfangswert (t=0) sind die Ergebnisse
nach 12 Wochen Lagerung bei vier Temperaturen abgebildet.

Bei den gefriergetrockneten Proben bestand kaum Unterschied zwischen den Ergebnissen der
vier Rezepturen. In Abhdngigkeit von der Lagertemperatur kam es zu einem Anstieg des RWG
von anfangs kleiner 1 % auf maximal 3,8 % (Abb. 5-3).

Bei den vakuumgetrockneten Rezepturen zeigten die Phe-haltigen Proben zu den beiden
gefriergetrockneten Proben vergleichbare Werte. Die Phe-freien Proben lieferten RWG zwischen
7-10 % (Abb. 5-4). Ohne Phe-Zusatz blieb die Trocknung auf einem Level mit hohem RWG
stehen, wihrend der Phe-Zusatz wie bei Mattern zu Produkten mit niedrigem RWG fiihrten [17].

RWG von G-CSF-Raftilose (GT) RWG von G-CSF-Raftilose (VT)
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Abb. 5-3: RWG von G-CSF-Raftilose (GT) Abb. 5-4: RWG von G-CSF-Raftilose (VT)

Die Ergebnisse der Karl-Fischer-Titration korrelierten mit den T,-Werten der
gefriergetrockneten Proben. An den T,-Werten der vakuumgetrockneten Proben zeigte sich der
groBBe Einfluss des Phe-Zusatzes. Durch Zusatz von Phenylalanin erhéhte sich der T, auf das
Doppelte (Tab. 5-5).
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T, [°C] R4 RP4 R7,4 RP7,4
GT > 60 =47 =62 > 358
VT 32-42 65-88 43-48 72-96

Tab. 5-5: T-Werte von G-CSF-Raftilose

Der Monomer-Verlust durch die Trocknung betrug zwischen 13-21 % (pH 4) bzw. 6-8 %
(pH 7,4). Wihrend der Lagerung nahm der Gehalt um 10-17 % (pH 4) bzw. 6-12 %
(pH 7,4) ab. Der Zusatz oder das Fehlen von Phenylalanin wirkte sich nicht auf die Stabilitét aus.
Die kompakten vakuumgetrockneten Proben erfuhren wiahrend der Lagerung einen nur halb so
groflen Monomer-Verlust wie die gefriergetrockneten.

Monomer-Verlust [%] R4 RP4 R7,4 | RP74
GT-Prozess 12,5 13,4 5,5 5,5
Lagerung GT-Proben ca.16 | ca. 17 | ca. 12 | ca. 1l
VT-Prozess 21,2 13,9 8,3 7,6
Lagerung VT-Proben ca. 10 | ca. 16 ca. 6 ca. 7

Tab. 5-6: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

Besonders interessant war das SEC-Ergebnis der vakuumgetrockneten Raftilose-Rez. ohne Phe-
Zusatz mit pH 7,4. Obwohl diese Rez. kein Phe enthielt und deshalb ein hoher RWG und ein
niedriger T, resultierte, waren die Monomer-Verluste wihrend der Vakuumtrocknung und der
Lagerung denen der Phe-haltigen Rezeptur dquivalent.

Es konnte daraus abgeleitet werden, dass sich die Stabilisierung aufgrund des hohen RWG nicht
iiber den glasartigen amorphen Zustand erkldren lieB. Als Ursache fiir die Stabilititsunterschiede
wurde die unterschiedliche Moglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
verantwortlich gemacht.

Dazu wurde das Ergebnis von VR7,4 (Tab. 5-6) mit der Rezeptur VAM7,4 (Tab. 5-4) verglichen.
Bei Raftilose handelt es sich um ein lineares Polymer aus Fructosebausteinen. Agenamalt setzt
sich als Maltodextrin aus 5-7 a-glykosidisch verkniipften Glucose-Molekiilen zusammen. Die
Glucoseketten beginnen wie Stirke eine helicale Molekiil-Gestalt auszubilden und benétigen
mehr Raum als die Raftilose fiir eine dichte Anordnung. Aufgrund gegenseitiger sterischer
Hinderung der Molekiile in der Umgebung der Proteinoberfldche ist eine groBere Stabilisierung
durch die lineare Raftilose als durch das helicale Maltodextrin zu erwarten.

Im Vergleich mit den Ergebnissen der Rez. VAM7,4 wurde klar, dass es bei VR7,4 trotz hoheren
RWG zu einem weitaus geringeren Monomer-Verlust wahrend der Trocknung kam (VR7,4 mit
8,3 % versus 21,3 % bei VAM7,4). Der G-CSF-Abbau wihrend der Lagerung war bei VR7,4 im
Vergleich zu VAM7,4 nur leicht erhoht. Mit diesen Ergebnissen konnte die These bestitigt
werden, dass bei VR74 fiir die gute Stabilisierung das AusmalBl an Wasserstoffbriicken-
bindungen verantwortlich ist.

In Tab. 5-6 und Abb. 5-5 fiel besonders auf, dass die sauren Rezepturen stets kleinere Monomer-
Gehalte aufwiesen als die neutralen. Dies ist insofern bemerkenswert, da die saure Formulierung
den besser stabilisierend wirkenden pH besitzt [43,44,132]. Die SEC-Ergebnisse korrelierten mit
der visuellen Beobachtung der Triibungen bei den sauren Proben. Wodurch eine Umkehrung der
Stabilitdtsverhédltnisse erfolgte, konnte nicht aufgeklédrt werden.
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Aus diesem Grunde blieb unklar, warum die Stabilisierung durch Ausbildung von
Wasserstoffbriicken bei VR7,4 erfolgreich war und bei der sauren vakuumgetrockneten
Raftilose-Rez. nicht. Moglicherweise spielt eine andere Ladung der Oberfldche durch den sauren
pH eine Rolle.

G-CSF-Raftilose-Rezepturen
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Abb. 5-5: G-CSF-Gehalte in Raftilose/Raftilose -Phenylalanin-Rezepturen

An den fliissigen sauren Rezepturen lief sich eine sehr groBe Instabilitit bei 40 °C Lagerung
beobachten. Nach 4 Wochen waren die sauren und nach 8 Wochen die neutralen Proben
vollkommen aggregiert (Abb. 5-6).

fliissige G-CSF-Raftilose-Rez. bei 40 °C Lagerung
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90
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Abb. 5-6: G-CSF-Gehalte fliissiger Raftilose/ Raftilose-Phenylalanin-Rezepturen bei 40 °C Lagerung
(FR4 1W fehlt)

Bei 4 °C und 20 °C Lagerung der fliissigen Proben fanden sich dagegen hohere Monomer-
Gehalte bei den neutralen Rezepturen. Bei GT und VT waren, wie oben dargestellt, ebenfalls die
Proben mit pH 7,4 stabiler als die mit pH 4. Diese Tatsache stellte wieder den umgekehrten Fall
zur iiblichen groferen Stabilitdt der sauren Formulierung dar (Abb. 5-7).
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fliissige G-CSF-Rafilose-Rez. nach 12 Wochen Lagerun
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Abb. 5-7: G-CSF-Gehalte fliissiger Raftilose-Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung

Bei 4 °C bzw. 20 °C Lagerung wies die fliissige Form groBere Monomer-Gehalte als die beiden
getrockneten Rezepturen auf, zwischen denen kein Gehalts-Unterschied bestand (Abb. 5-5).
Phenylalanin nahm keinen Einfluss auf die Stabilitdt der Rezepturen.

Hinrichs untersuchte die Stabilisierung von alkalischer Phosphatase mit verschiedenen Inulinen,
d.h. hohermolekularen Oligofructosen. Er stellte fest, dass Inulin mit einem gréBeren DP
(mittleren Polymerisationsgrad) von 5,5/6,0 geeignet waren, um das Enzym zu stabilisieren
[122]. Hincha beobachtete einen positiven Schutz-Effekt von Oligofructosen bei der Luft-
trocknung [200].

Fiir das benutzte Oligofructose-Derivat Raftilose P95 wird ein DP von 2-7 angegeben [123]. Es
befindet sich an der unteren Grenze bzw. unterhalb des von Hinrichs ermittelten DP-Wertes. Die
Stabilisierung mit Raftilose muss analog dem bei Agenamalt ausgefiihrten Gesichtspunkten
kritisch betrachtet werden. Zwar konnte mit Raftilose eine etwas hohere Stabilisierung fiir die
fliissigen Rezepturen erzielt werden, andererseits steht vermutlich die sterische Hinderung bei
den getrockneten Proben hoheren Monomer-Gehalten entgegen.

Fazit:

Raftilose-Rezepturen zeigten im Unterschied zu den anderen Kohlenhydrat- oder Kohlenhydrat-
Aminosduren-Mischungen bei allen fliissigen Formulierungen bei hohen Lagertemperaturen
grof3e Instabilitét.

Erst der Phe-Zusatz fiihrte bei der Vakuumtrocknung zu niedrigen Restwassergehalten und
hohen T,-Werten und konnte die Trocknung positiv beeinflussen. Ohne Phe-Zusatz ergaben sich
nur hohe Restwassergehalte und niedrige T,-Werte. Auf die Ergebnisse der Gefriertrocknung
hatte der Phe-Zusatz keinen Einfluss.

Eine nennenswerte Verbesserung der Proteinstabilitit blieb auch mit Raftilose-Rezepturen aus.
Die neutralen Rezepturen besallen eine hohere Stabilitdt als die sauren Varianten. Bei allen
Rezepturen kam es zu betrdchtlichem Monomer-Verlust durch Trocknung und durch Lagerung.
Die Phe-freie vakuumgetrocknete Rez. mit pH 7,4 erzielte die gleiche Stabilitdt wie die Phe-
haltige, obwohl der Restwassergehalt bei ihr doppelt so hoch war. Als Mechanismus fiir diesen
Fall konnte auf eine Stabilisierung iiber Wasserstoftbriickenbindungen geschlossen werden.
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5.2.3. G-CSF-Rezepturen mit Trehalose mit und ohne Phenylalanin-Zusatz

Alle gefriergetrockneten Proben lieen sich zu einer klaren Losung rekonstituieren. Alle
vakuumgetrockneten Proben bei pH 4, sowie die 50 °C und 40 °C gelagerten V17,4 Proben
zeigten Triibung. Nur bei den bei 40 °C gelagerten fliissigen Proben trat bei FT4 ab einer Woche,
bei FT7,4 und FTP7,4 ab acht Wochen und bei FTP4 nach 12 Wochen Triibung auf.

Durch Gefriertrocknung lieen sich trockene Produkte unabhingig von Phenylalanin mit allen
Rezepturen erzielen (Abb. 5-8). Bei der Vakuumtrocknung wiesen die Phe-freien Produkte einen
Restwassergehalt von 7-11 % im Gegensatz zu 1-5 % bei den Phe-haltigen Proben auf (Abb. 5-9).
Erst der Phe-Zusatz ermdglichte trockene Produkte mit niedriger Restfeuchte herzustellen.
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Abb. 5-8: RWG von G-CSF-Trehalose (GT) (TP4
40 °C fehlt)

Abb. 5-9: RWG von G-CSF-Trehalose (VT)

Die T,-Werte der gefriergetrockneten Proben stimmten mit den Restfeuchten iiberein. Anhand
der T,-Werte der vakuumgetrockneten Proben liel sich eindrucksvoll der trocknungs-
verbessernde Effekt des Phe-Zusatzes beobachten.

T, [°C] T4 TP4 T7,4 TP7,4
GT > 57 > 47 > 61 > 57
VT 33-47 65-95 28-53 71-99

Tab. 5-7: T;-Werte von G-CSF-Trehalose

Nur bei Trehalose-Rez. mit pH 4 trat ein hoher Monomer-Verlust mit ca. 14-17 % durch die
Trocknung auf, wohingegen er bei den anderen drei Rezepturen zwischen 3-7 % lag. Die
Lagerung 16ste bei beiden neutralen vakuumgetrockneten Rezepturen nur einen Monomer-
Verlust von 5-8 % aus. Die anderen Formulierungen verzeichneten einen Abbau von 10-16 %
(Tab. 5-8).
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Monomer-Verlust [%] T4 TP4 17,4 | TP74
GT-Prozess 14,0 5.9 3,2 3,8
Lagerung GT-Proben | ca. 16 | ca. 15 | ca. 11 [ ca. 10
VT-Prozess 17,0 5,8 6.9 6.3
Lagerung VT-Proben | ca. 15 | ca.15 | ca.5 ca. 8

Tab. 5-8: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

Obwohl der saure pH-Wert die stabilere Umgebung fiir G-CSF darstellt [43,132], besalen die
sauren Trehalose-Rez. einen kleineren Monomer-Gehalt (Abb. 5-10). Dieses Verhalten der sauren
Trehalose-Rez. ist mit den sauren Raftilose-Rez. vergleichbar. Wodurch die erniedrigte Stabilitét
ausgelost wurde, konnte nicht aufgekléart werden.

G-CSF-Trehalose-Rezepturen
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Abb. 5-10: G-CSF-Gehalte in Trehalose/Trehalose-Phenylalanin-Rezepturen

Bei 30 °C und 40 °C Lagerung der fliissigen Trehalose-Rez. trat grofle Instabilitdt bei den
neutralen Rez. auf. Bei diesen fiihrte der Phe-Zusatz zu einer offensichtlichen Destabilisierung.
Im Gegensatz dazu konnte der Proteinabbau bei den sauren Proben durch den Phe-Zusatz stark
positiv beeinflusst werden. Nach 12 Wochen 40 °C Lagerung lagen bei FTP4 noch 40 %
Monomer entgegen 5 % bei FT4 vor (Abb. 5-11, Abb. 5-12).

Bei 4 °C und 20 °C Lagerung der fliissigen Proben fanden sich dagegen hohere Monomer-
Gehalte bei den neutralen Rezepturen. Bei GT und VT waren, wie oben dargestellt, ebenfalls die
Proben mit pH 7,4 stabiler als die mit pH 4. Diese Tatsache stellte wieder den umgekehrten Fall
zur iiblichen grofleren Stabilitdt der sauren Formulierung dar (Abb. 5-12).
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fliissige G-CSF-Trehalose-Rez. bei 40 °C Lagerung
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Abb. 5-11: G-CSF-Gehalte fliissiger Trehalose/ Trehalose-Phenylalanin-Rezepturen bei 40 °C Lagerung

fliissige G-CSF-Trehalose-Rez. nach 12 Wochen Lagerun
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Abb. 5-12: G-CSF-Gehalte fliissiger Trehalose-Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung

Die vakuumgetrocknete Rezeptur VT7,4 zeigte bei der Stabilitdt dhnliches Verhalten wie die
Raftilose-Rez. VR7,4. Trotz hohem Restwassergehalt und niedrigem T, wies VI7.4 eine
vergleichbare Stabilitit zur Phe-haltigen Rez. VTP7,4 auf (Tab. 5-8). Analog zur Raftilose-Rez.
VR7,4 konnte in diesem Fall nicht mit einer Stabilisierung iiber den glasartigen amorphen
Zustand, sondern vermutlich tiber eine Stabilisierung durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken
argumentiert werden. Eine sterische Hinderung durch die MolekiilgroB3e wie bei Agenamalt kam
bei dem Disaccharid Trehalose nicht in Betracht.

Es stellte sich heraus, dass der Phe-Zusatz bei den sauren Rez. eine stabilisierende Wirkung und
bei den neutralen Rez. eine destabilisierende Wirkung ausiibte (Abb. 5-10, Abb. 5-12).

Dieses Buch ist erhéltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



132 5. STABILITATSUNTERSUCHUNGEN

Weitere Erkenntnisse folgten aus den Ergebnissen der Rontgendiffraktometrie (RD):

Die Rontgendiffraktogramme, der bei 50 °C fiir 12 Wochen gelagerten gefriergetrockneten
Proben, zeigten alle einen vollamorphen Zustand an (Aussehen des Diffraktogrammes entspricht
Abb. 5-14). Der amorphe Zustand fand sich in niedrigen Restwassergehalten und hohen T,-
Werten wieder (Abb. 5-8, Tab. 5-7). Trotz dieser mit RD bestitigten giinstigen Voraussetzungen
fiir hohe Stabilitét, trat bei den gefriergetrockneten Proben ein Monomer-Verlust von 14-30 %
durch Trocknung und Lagerung auf.

Nach 12 Wochen 4 °C bis 50 °C Lagerung besalen die beiden Phe-haltigen vakuum-
getrockneten Rezepturen amorphen Aufbau mit Tendenz zu teilamorphen Strukturen. Im
Rontgendiffraktogramm sind durch den Phe-Zusatz kleine Peaks in der Kurve zu erkennen
(Abb. 5-13).

VIP7.4 nach 12 Wochen 50 °C Lagerung VI7,4 nach der Vakuumtrocknung
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Abb. 5-13: VTP7,4 nach 12 Wochen 50 °C Lagerung Abb. 5-14: VT7,4 nach der Vakuumtrocknung

Proben von VT4 und VT7,4 lagen direkt nach der Vakuumtrocknung im vollamorphen Zustand
vor (Abb. 5-14; VT4 entspricht VT7,4).

Nach 12 Wochen 4 °C bzw. 50 °C Lagerung zeigte VT7,4 einen erhohten Anteil kristalliner

Strukturen (Abb. 5-15 und Abb. 5-16). Aus dieser Tatsache, konnte abgeleitet werden, dass sich
auch in den Proben bei 20 °C und 40 °C Lagerung teilweise Kristalle gebildet haben miissen.
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VT7.4 nach 12 Wochen 4 °C Lagerung
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Abb. 5-15: VT7,4 nach 12 Wochen 4 °C Lagerung
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Zum Vergleich der Ergebnisse mit teilamorph/teilkristallinem Aussehen ist ein Diffraktogramm
von unbehandelter Trehalose abgebildet. Sie lag in vollkristallinem Zustand vor (Abb. 5-17).
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Abb. 5-17: Trehalose unbehandelt Abb. 5-18: VT4 nach 12 Wochen 50 °C Lagerung

Ein besonderer Effekt war bei VT4 zu beobachten. Die Proben, die bei 40 °C und 50 °C fiir
12 Wochen gelagert worden waren, besal3en teilkristalline Gestalt (Abb. 5-18).

Dagegen zeigten die bei 4 °C und 20 °C gelagerten Proben noch immer vollamorphe Strukturen
ohne die Anzeichen einer Umwandlung zu teilamorphen Anteilen (entspricht Abb. 5-14).
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Erklarung zur Stabilitdt der vakuumgetrockneten Trehalose-Rezepturen

Unter Berlicksichtigung der Ergebnisse der SEC, Karl-Fischer-Titration, DSC, und RD lieB sich
ableiten, dass die Trehalose-Rez. ohne Phe-Zusatz die hochste Stabilitdt der vier vakuum-
getrockneten Rezepturen aufwies. Dies iiberrascht zundchst in Anbetracht der Tatsache, dass
diese Rezeptur aufgrund fehlenden Phe-Zusatzes einen RWG von ca. 8-11 % und einen T, von
39-53 °C besaBB. Die RD-Messung bestitigte diese beiden Ergebnisse durch das Anzeigen von
teilamorphen/teilkristallinen Strukturen in gelagerten Proben.

Die Stabilisierungsvorgéinge im trockenen Zustand durch Hilfsstoffe werden in der Literatur
hauptsidchlich mittels Mechanismen/ Theorien des glasartigen/amorphen Zustandes und der
water replacement theory durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
Hilfsstoff und Protein versucht zu erklédren. In der Literatur werden anhand zahlreicher Beispiele
diese Theorien als Schliissel zur Erklarung der Stabilisierung vorgestellt. Allerdings lassen sich
genauso Verdffentlichungen finden, die zu anderen oder gegensétzlichen Ergebnissen kommen.
Wie bei den eigenen Versuchen festgestellt, zeigen Maltodextrine vergleichsweise hohe
T,-Werte, bei gleichzeitig geringen stabilisierenden Effekten fiir das Protein. Rossi et al.
beobachteten trotz niedrigerem T, eine bessere Stabilisierung des vakuumgetrocknet gelagerten
Enzyms Eco RI mit Trehalose und Saccharose, als mit Maltodextrin und PVP mit héheren T,
[20]. Der glasartige amorphe Zustand reicht zur Erklérung daher nicht aus.

Anhand der oben zusammengefassten Ergebnisse der Rez. VT7,4 ldsst sich die Komplexizitét
der Stabilisierungsvorginge durch Uberlagerung mehrerer Effekte beispielhaft studieren.
Trehalose haftet seit ldngerer Zeit ein Mythos an, {iber besondere Stabilisierungseigenschaften zu
verfiigen. Crowe et al. relativierten inzwischen einige Annahmen. Bei der Stabilisierung biolo-
gischer Membranen wurde festgestellt, dass Trehalose anderen Zuckern iiberlegen war. Das
bedeutete aber nicht, dass mit anderen Zuckern keine Stabilisierung moglich war, sondern, dass
z. B. Saccharose genauso stabilisierend wirkte, jedoch hohere Konzentrationen fiir den gleichen
Stabilisierungseffekt notwendig waren. Unter idealen Bedingungen fiir Trocknung und Lagerung
ist Trehalose kein speziell zu bevorzugender Hilfsstoff. Aber unter suboptimalen Bedingungen
erlaubt Trehalose eine sehr viel bessere Stabilisierung im Unterschied zu anderen Hilfsstoffen
[201].

Eine besonders wichtige Eigenschaft von Trehalose ist der von Green und Angell berichtete sehr
viel hoher liegende T, als bei allen anderen Disacchariden [202]. Fiir wasserfreie Trehalose wird
ein T, von 120 °C und fiir Saccharose ein T, von 77 °C angegeben [203]. Bei einer
angenommenen Lagertemperatur von 20 °C ist die Differenz zum T, bei Trehalose ca. 100 °C
und bei Saccharose nur ca. 47 °C. Da von Hancock bekannt ist, dass es auch unterhalb des Ty zu
Instabilitdten kommen kann, so wird die Saccharose-Rezeptur schneller abgebaut werden als die
Trehalose-haltige [97]. Durch Aufnahme von Wasser durch Adsorption von Luftfeuchtigkeit
erniedrigt sich bei Saccharose sehr schnell der T, auf einen Wert unterhalb der Lagertemperatur,
wiéhrend er bei Trehalose durch Aufnahme der gleichen Menge an Wasser oberhalb der Lager-
temperatur bliebe.

An dieser Stelle kommt eine weitere wichtige Eigenschaft von Trehalose zum Tragen. Es ist
bekannt, dass Trehalose unter Einschluss von Kristallwasser, wohingegen Saccharose in
wasserfreier Form kristallisiert. Die Ausbildung von wasserfreien Kristallen setzt Wasser frei
(Saccharose), wihrend durch Bildung von Kristallwasser Wasser adsorbiert wird [20].

Gribbon et al beschreiben, dass Trehalose nur an der glasartigen Oberfliche Wasser adsorbiert,
es darauthin dort zum Auskristallisieren kommt und der innere Teil vor weiterer Wasser-
aufnahme geschiitzt wird [204]. Crowe et al. bestdtigten diesen Prozess experimentell. Sie
konnten nach Zugabe kleiner Mengen Wasser zu amorpher Trehalose sofort gebildete kristalline
Trehalose bestimmen, wobel trotzdem der T, unerwartet hoch blieb [205]. Yoshii et al zeigten,
dass zwischen wasserfreier und —haltiger Form der Trehalose unter bestimmten Bedingungen ein
reversibles Gleichgewicht bestehen konnte, da sich beide Formen leicht ineinander umwandeln
lieBen [206].
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Mit Kenntnis dieser Zusammenhinge lassen sich die eigenen Daten erkldren. Nach der Vakuum-
trocknung von VT7,4 konnte ein T, von 39 °C bei einem Restwassergehalt von 10,7 % bestimmt
werden. Durch Gleichgewichtseinstellung in den gelagerten Vials zwischen der feuchten
Probenmatrix und den getrockneten Stopfen erniedrigte sich der RWG um ca. 1,7-2,4 %. Mittels
Rontgendiffraktometrie lieB sich ein vollamorpher Zustand direkt nach der Trocknung
nachweisen (Abb. 5-14). Im Verlauf der Lagerung kam es bei allen vier Lagerungstemperaturen
zur Bildung kristalliner Strukturen in der amorphen Matrix, die mit RD bestimmt werden
konnten (Abb. 5-15, Abb. 5-16). Bei den 50 °C gelagerten Proben war der kristalline Anteil so grof,
dass mit der DSC kein T, mehr ermittelt werden konnte. Da diese Lagertemperatur oberhalb des
T, lag, wurde die Kristallisation besonders begiinstigt. Bei den 20 °C gelagerten Proben stieg der
T, von 39 °C von Beginn der Einlagerung auf 53 °C nach 12 Wochen an. Ursache dafiir konnte
zum einen die Erniedrigung des RWG durch Gleichgewichtseinstellung im Vial sein. Zum
anderen wurde Wasser der feuchten rubber-Matrix durch Bildung von Kristallwasser entzogen
und damit der amorphe Anteil erhoht. Dies konnte zur Erhohung des T, gefiihrt haben. Der grof3e
Vorteil von Trehalose gegeniiber Saccharose scheint zu sein, dass Trehalose einen so hohen T,
besitzt und dieser selbst bei der Aufnahme von Wasser und Bildung von Kristallwasser hoch
bleibt [205].

Wie oben beschrieben, konnten Rossi et al das Enzym Eco RI zusammen mit Trehalose
vakuumtrocknen und trotz hoher Restfeuchte der Produkte eine hohe Aktivitdt nach Lagerung
bei verschiedenen Temperaturen bestimmen [20]. Sie kamen bei der DSC-Untersuchung dieser
Proben zum Schluss, dass der glasartige Zustand fiir die Stabilisierung in ihrem Falle nicht
verantwortlich sein konnte [207]. Analog zu den Ergebnissen von Rossi verhielt sich die Rez.
VT7,4. Trehalose bewies seine herausragenden Stabilisierungseigenschaften unter derartig
ungiinstigen Bedingungen. Trotz des hohen RWG lief sich noch ein T, von 39 °C und mit RD
ein teilamorph/teilkristallines System bestdtigen. G-CSF wurde durch eine amorphe Matrix
stabilisiert, die durch den hohen Wasseranteil jedoch honigartig und nicht glasartig erstarrt war.
Bei der Diskussion der beiden neutralen vakuumgetrockneten Rez. wére aufgrund des groflen
Unterschiedes beim RWG und T, zu erwarten gewesen, dass die amorphe Rez. VTP7,4 sich
deutlich stabiler verhilt als VT7,4. Bei der 4 °C und 20 °C Lagerung war die Phe-freie Rez.
tendenziell stabiler. Damit konnte der amorphe glasartige Zustand nicht fiir die Stabilitét
ausschlaggebend sein. Es wird vermutet, dass die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
fiir die Stabilisierung verantwortlich war. Da es mit einer Ausnahme bei allen anderen neutralen
Probenzubereitungen bei den Phe-freien Rez. zu einem hoheren Monomergehalt kam, besteht die
Moglichkeit, dass der Phe-Zusatz die Ausbildung von Wasserstoffbriicken behinderte. Die
Zunahme an Monomer-Verlust bei erhohter Lagertemperatur bei VT7,4 im Vergleich zu VTP7,4
lasst sich mit gesteigerter Aggregation durch die erhdhte Mobilitdt in der Ndhe bzw. knapp
unterhalb des T, erkldren. Im Vergleich dazu war das G-CSF bei VTP7,4 im amorphen Glas mit
niedrigem RWG und hohem T, fixiert.

Fazit:

Der Phe-Zusatz flihrte bei vakuumgetrockneten Trehalose-Rezepturen zu niedrigen Restwasser-
gehalten und hohen T,-Werten. Er konnte die Stabilitdt der sauren Proben positiv beeinflussen,
wihrend er leicht destabilisierend bei den neutralen wirkte. Allerdings zeigten die neutralen
Rezepturen entgegen der bekannten Tatsache eine hohere Stabilitdt als die sauren. Besonders
eindrucksvoll bewies Trehalose ihr Stabilisierungsvermdgen bei der Phe-freien vakuum-
getrockneten Rezeptur mit pH7,4. Diese Proben wiesen trotz hoher Restfeuchte und niedrigem
T, einen vergleichbaren Monomer-Gehalt zur Phe-haltigen Rez. auf. Trehalose besitzt in der Tat
unter derartigen suboptimalen Bedingungen herausragende Stabilisierungseigenschaften.
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5.2.4. G-CSF-Rezepturen mit Saccharose-Arginin-Phenylalanin

Alle GT- und VT-Proben lieBen sich zu klaren Losungen rekonstituieren. Bei der fliissigen
sauren SAP-Rez. war nur die Probe nach 12 Wochen 40 °C Lagerung triib und alle anderen klar.
Die Instabilitét der fliissigen neutralen SAP-Rez. war bereits von den Versuchen vorher bekannt.
Alle bei 30 °C und 40 °C gelagerten Proben zeigten Triibung, der Rest war klar. Bei GSAP7,4
konnte eine Gelbfarbung der rekonstituierten Proben in Abhidngigkeit von der Lagerungs-
temperatur und Lagerdauer beobachtet werden.

Beide Rezepturen hitten aufgrund des Phe-Zusatzes niedrige Restfeuchten und hohe T,-Werte
erzielen sollen. Die hohen RWG und niedrigen T,-Werte von VSAP4 waren sehr auffillig fiir
eine Phe-haltige Rezeptur (Abb. 5-19). Diese wurden durch das in der Rezeptur enthaltene
Arginin verursacht. Arginin ist eine basische Aminosdure. Bei der Rezepturherstellung wird zur
Einstellung auf pH 4 eine groflere Menge an Salzsdure bendtigt als fiir pH 7,4. Ausgehend vom
basischen pH-Wert des Arginin muss fiir pH 4 iiber den Wendepunkt des entstehenden Arginin-
Hydrochlorid-Puffers bei ungefahr pH 5,7 angesduert werden. Durch dieses notwendige starke
Ansduern wird der Salzgehalt der Rezeptur erhdht, wodurch die Trockenbarkeit der Rezeptur
negativ beeinflusst wird. Bei der Gefriertrocknung wirkte sich der erhohte Salzgehalt
offensichtlich nicht negativ aus. Die korrespondierenden T,-Werte ergaben fir VSAP7,4
niedrigere Werte als fiir die anderen Proben (Tab. 5-9).

Restwassergehalt von G-CSF-SAP

Restwassergehalt [%]
(98]

I/AI ]

0 ,
t=0 °C 20 °C 40 °C 50°C
B GSAP4 B GSAP7 4 VSAP4 VSAP7,4

Abb. 5-19: Restwassergehalte von G-CSF-SAP

T, [°C] SAP4 SAP7,4
GT > 47 > 45
VT 47-64 25-44

Tab. 5-9: T,-Werte von G-CSF-SAP

Der Monomer-Verlust durch die Trocknung war bei beiden Rezepturen und beiden
Trocknungsverfahren mit 6-8 % vergleichbar gro3. Wéahrend der Lagerung nahm der Monomer-
Gehalt um weiter 6-8 % ab.

Monomer-Verlust [%] SAP4 | SAP7,4

GT-Prozess 5.9 6,5
Lagerung GT-Proben ca. 7 ca. 8
VT-Prozess 6,4 7,8

Lagerung VT-Proben ca. 6 ca. 7

Tab. 5-10: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung
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Bei den fliissigen Rezepturen war, wie aus der Literatur bekannt, pH 4 stabiler als pH 7,4. Bei
den getrockneten Rez. waren die Unterschiede zwischen den beiden pH-Werten minimal.

G-CSF-SAP-Rezepturen
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Abb. 5-20: G-CSF-Gehalte in SAP-Rezepturen

Abb. 5-21 zeigt den Verlauf der Aggregation der beiden fliissig gelagerten Rezepturen. Rez.
SAP 7,4 bei 40 °C Lagerung war bereits nach vier Tagen aggregiert. Bei der sauren Rez. sank
der Gehalt nach 12 Wochen 40 °C Lagerung auf 60 % bzw. fiir 30 °C auf 90 % Monomer ab.

fliissige G-CSF-SAP-Rez. bei 30 °C und 40 °C Lagerung
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Abb. 5-21: G-CSF-Gehalte fliissiger SAP-Rezepturen bei 30 °C und 40 °C Lagerung
(Rez. SAP7,4 bereits ab 1 Woche Lagerung vollkommen aggregiert)

Fazit:

Alle vier getrockneten Rezepturen zeigten eine vergleichbar gute Stabilitdt mit hohen Monomer-
Gehalten. Bei den fliissigen Zubereitungen verhielt sich die neutrale Rezeptur sehr viel
instabiler. Bei niedrigen Lagertemperaturen war die fliissige Rez. SAP4 allen getrockneten Rez.
iiberlegen.
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5.2.5. G-CSF-Rezepturen mit HP-B-cyclodextrin mit und ohne Phenylalanin-Zusatz

Alle Phe-freien fliissigen und alle getrockneten Cyclodextrin-Proben lieBen sich klar
rekonstituieren. Die fliissigen Phe-haltigen Cyclodextrin-Rezepturen zeigten nach 6 bzw. 12
Wochen Opaleszenz. Bei FCDP7,4 und FCDP-EPO konnte zusitzlich ab dem Lagerungszeit-
punkt 6 Wochen eine Gelbfirbung der Proben in Abhéngigkeit von der Lagerungstemperatur
beobachtet werden.

Die Restwassergehalte der vier G-CSF-Cyclodextrin-Rez. lagen nach der Trocknung bei ca. 0,1
% und erhohten sich infolge der Lagerung auf Werte kleiner 1,5 %. Die zugehdrigen To-Werte
befanden sich alle groBler 74 °C (Tab. 5-11). Durch Vakuumtrocknung konnten hohere T,-Werte
erhalten werden. Der Zusatz von Phenylalanin erniedrigte teilweise den T,. Der Phe-Zusatz
somit zu keiner weiteren Steigerung des Ty, sondern wirkte sich negativ aus.

T, [°C] CD4 CDP4 CD7,4 CDP7,4
GT > 85 =78 > 81 =74
VT > 99 > 81 > 89 =90

Tab. 5-11: T,-Werte von G-CSF-HP-(3-CD

Durch die Trocknung sank der Monomer-Gehalt um ca. 4-9 %. Wihrend der Lagerung trat bei
VCDP7,4 nur ein Gehalts-Verlust von 4 % auf. Bei GCD4, GCDP,4 und VCDP4 reduzierte sich
der Gehalt um 13-14 %, bei allen anderen Rez. um 6-9 % (Tab. 5-12). In Summe ergaben sich
18 % bei allen sauren Rez., wohingegen bei den neutralen Rez. nur 9-13 % Abnahme aufgetreten
war.

Monomer-Verlust [%] CD4 CDP4 | CD74 | CDP74
GT-Prozess 4,3 3.8 4.3 4.8
Lagerung GT-Proben ca. 14 | ca.13 ca. 8 ca. 6
VT-Prozess 9,2 5.4 6,6 5.4
Lagerung VT-Proben ca. 9 ca. 13 ca. 6 ca. 4

Tab. 5-12: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

Bei beiden fliissigen neutralen CD-Rez. kam es zu einem rapiden Monomer-Verlust. Nach 4
Wochen 40 °C Lagerung konnten nur noch 10 % Monomer detektiert werden. Aus diesem Grund
ergibt sich auch in der Abb. 5-22 die Liicke bei F 40 °C. Dieses Aggregations-Verhalten wurde
wieder durch den ungiinstigen neutralen pH-Wert der fliissigen Rez. verursacht. Die Proben
zeigten trotzdem keine Triibung oder erhohte Partikelzahlen. Offensichtlich wurden die
gebildeten Aggregate durch das Cyclodextrin solubilisiert und maskiert.

Bemerkenswert war das Stabilisierungs-Verhalten von FCDP4. Nach 12 Wochen 40 °C
Lagerung konnten noch 78 % Monomer detektiert werden. Dieser Wert war zugleich der hochste
Wert fiir fliissige Rez. mit Phe-Zusatz.

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



5. STABILITATSUNTERSUCHUNGEN 139

G-CSF-HP-3-CD-Rezepturen
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Abb. 5-22: G-CSF-Gehalte in HP-3-CD/HP-3-CD-Phenylalanin-Rezepturen
(Werte von CD7,4 und CDP7,4 bei F 40 °C waren 0 %)

Bei beiden pH-Werten waren die fliissigen Phe-freien Rez. stabiler als die Phe-haltigen. Durch
den Phe-Zusatz konnte dagegen bei beiden Trocknungsverfahren bei pH 7,4 die Stabilitdt erhoht
werden. Im Unterschied dazu konnte bei beiden Trocknungsverfahren bei pH 4 kein Unterschied
zwischen den Phe-freien und Phe-haltigen Rez. festgestellt werden.

Die guten Ergebnisse der Stabilisierung mit dem Cyclodextrin-Derivat stehen im Einklang mit
zahlreichen Veroffentlichungen. Andere Arbeitsgruppen gelang es erfolgreich die Denaturierung
von pGH und die Inaktivierung von B-Galctosidase zu verhindern oder IL-2 zu stabilisieren
[54,115,208].

Zwei wichtige Eigenschaften der Cyclodextrine werden fiir den Mechanismus der Stabilisierung
verantwortlich gemacht. FEinerseits erhohen sie die Oberflichenspannung der Ldsung,
andererseits sind sie geeignet, um Wechselwirkungen mit Teilstrukturen von Proteinen
einzugehen und auf diese Weise hydrophobe Bereiche zu maskieren. Durch diese Eigenschaften
erniedrigt sich der Anteil an hydrophober Bereiche an der Proteinoberfliche. Die Neigung zu
Protein-Aggregation, die ebenfalls zum Ziel hat den Anteil lipophiler Bereiche zu erniedrigen,
wird dadurch gehemmt. AuBlerdem erschweren Cyclodextrine die Ausbildung von Protein-
Protein-Bindungen [114,209,210].

Die Komplexierungseigenschaften der Cyclodextrine besitzen aber auch einen Nachteil. Sie
stabilisieren die infolge von Denaturierung neu geschaffenen hydrophoben Bereiche genauso wie
den nativen gefalteten Zustand [209,211,212].

Fazit:

Wihrend bei den fliissigen Proben pH 4 die stabilere Rez. war, lieferten bei den getrockneten
pH 7,4 hohere Monomer-Gehalte. Vergleichbar mit Agenamalt konnten durch Cyclodextrin auch
ohne Phe-Zusatz niedrige RWG bei gleichzeitig hohen T,-Werten erhalten werden. Im
Unterschied zu Agenamalt mit 68-81 % Monomer konnten mit Cyclodextrin 79-94 % Monomer-
Gehalt erzielt werden.

Am auffdlligsten war die hohe Stabilitit von FCD4 und FCDP4. Bei keiner der anderen fliissigen
Rezepturen konnten selbst nach 12 Wochen 40 °C Lagerung Monomer-Gehalte von 85 % bzw.
78 % erzielt werden. Die getrockneten Produkte zeigten alle hohe Monomer-Gehalte, die grofer
waren als bei den meisten der anderen Rezepturen.
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5.3. Stabilitit von EPO-Zubereitungen

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen der EPO-
Zubereitungen diskutiert.

5.3.1. EPO-Rezepturen mit Agenamalt mit und ohne Phenylalanin-Zusatz

Bei allen Agenamalt-EPO-Rezepturen konnte zu allen Probezeitpunkten eine Triibung der
Proben beobachtet werden, die durch das Agenamalt ausgeldst wurde.

Zwischen den Restwassergehalten der Phe-freien und Phe-haltigen bestand kein grofler
Unterschied. Bei den 20 °C, 40 °C und 50 °C gelagerten Proben zeigten jeweils die Phe-haltigen
einen minimal héheren RWG (Abb. 5-23). Die T,-Werte stimmten mit den RWG iiberein

(Tab. 5-13). Der Phe-Zusatz fiihrte bei der Vakuumtrocknung zu keinem trocknungsver-
bessernden Effekt.

Restwassergehalt von EPO-Agenamalt
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Abb. 5-23: Restwassergehalte von EPO-Agenamalt (Wert von VT-AMP bei t = 0 war 0 %)

T, [°C] AM-EPO | AMP-EPO
GT > 76 =78
VT 90-110 57-150

Tab. 5-13: T,-Werte von EPO-Agenamalt

Der Monomer-Verlust durch Trocknung fiel mit 12 % bei Phe-freien Rez. gegeniiber 9-10 % bei
Phe-haltigen Rez. minimal hoher aus. Wihrend der Lagerung war der Monomer-Verlust bei
allen vier Rezepturen mit 11-13 % gleich hoch. Der Phe-Zusatz wirkte sich nur geringfiigig
positiv auf die Stabilitdt bei der Trocknung aus (Tab. 5-14).

Monomer-Verlust [%] | AM-EPO | AMP-EPO
GT-Prozess 11,7 9,8
Lagerung GT-Proben ca. 12 ca. 13
VT-Prozess 11,9 9,3
Lagerung VT-Proben ca. 12 ca. 11

Tab. 5-14: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



5. STABILITATSUNTERSUCHUNGEN 141

Nach 12 Wochen 4 °C bzw. 20 °C Lagerung zeigten sich nur geringe Monomer-Verlust-
Unterschiede zwischen den fliissigen, gefrier- und vakuumgetrockneten Proben (Abb. 5-24). Von
den Handelsprodukten ist bekannt, dass EPO sowohl als fliissige, als auch gefriergetrocknete
Form auf dem Markt ist (siche Einleitung).

EPO-Agenamalt-Rezepturen
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Abb. 5-24: EPO-Gehalte in Agenamalt/Agenamalt-Phenylalanin-Rezepturen

Bei 40 °C Lagerung erniedrigte sich innerhalb von 12 Wochen bei der fliissigen Phe-haltigen
Rez. der Monomer-Gehalt auf 37 % im Unterschied zu 57 % der Phe-freien Rez..

Der hohe Monomer-Verlust bei den getrockneten EPO-Rezepturen wurde vermutlich wie bei G-
CSF durch sterische Hinderung bei der Ausbildung von Wasserstoftbriicken verursacht. Da es
sich bei EPO um ein Glycoprotein mit 4 Glycosidketten handelt, konnte Agenamalt wegen
sterischer Hinderung durch die Zuckerreste weniger Wasserstoffbriicken mit EPO ausbilden. Es
fand sicher auch eine Wechselwirkung der Hydroxlgruppen der Zuckerreste mit Agenamalts
statt. In wieweit diese Wasserstoffbriickenbindungen zur Stabilisierung des EPO betragen
konnten blieb unklar.

Die untersuchten EPO-Agenamalt-Rezepturen unterstreichen mit ihren Ergebnissen erneut, dass
die Anwesenheit von amorphen glasartigen Strukturen nicht zur Stabilisierung ausreichen.

Fazit:

Zwischen den drei Zubereitungsformen bestanden nur geringe Unterschiede in der Stabilitit. Im
Vergleich zu der G-CSF-Formulierung fiel auf, dass bei EPO auch die fliissige Form eine fast
vergleichbare Stabilitdt zu den getrockneten Proben besal3. Insgesamt hatte der Phe-Zusatz genau
wie die beiden Trocknungsverfahren keinen nennenswerten Einfluss auf die Stabilitit und die
Trocknung.
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5.3.2. EPO-Rezepturen mit Raftilose mit und ohne Phenylalanin-Zusatz

Alle Raftilose-Proben konnten klar rekonstituiert werden.
Der Phe-Zusatz hatte nur bei der Vakuumtrocknung einen positiven Einfluss auf den RWG und
den Te-Wert und keinen bei den gefriergetrockneten Proben (Abb. 5-25, Tab. 5-15).
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Abb. 5-25: Restwassergehalte von EPO-Raftilose (Wert von VT-RP bei t = 0 war 0 %)

T, [°C] R-EPO | RP-EPO

GT > 55 =357
VT 32-46 66-92

Tab. 5-15: T,-Werte von EPO-Raftilose

Durch die Trocknung reduzierte sich der Monomer-Gehalt bei der vakuumgetrockneten Phe-
haltigen Raftilose-Rez. nur um 13 %, wéhrend er sich um 17 % bei den anderen drei Rezepturen
verringerte (Tab. 5-16). Der Gehalt-Verlust durch die Lagerung lag bei beiden Phe-freien Rez. bei
6 % und bei 11 % fiir die vakuumgetrocknete Phe-haltige Rez. Die gefriergetrocknete Variante
zeigte dagegen eine Monomer-Verlust von 12-32 % (Tab. 5-16).

Monomer-Verlust [%] R-EPO RP-EPO
GT-Prozess 17,4 17,3
Lagerung GT-Proben ca. 6 ca. 12-32
VT-Prozess 17,1 12,8
Lagerung VT-Proben ca.5 ca. 11

Tab. 5-16: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

Der Phe-Zusatz fiihrte bei den getrockneten Proben beide Male zu einer starkeren Aggregation
(Tab. 5-16, Abb. 5-26). Die 4 °C gelagerten Proben der Vakuumtrocknung bildeten in diesem Fall
eine Ausnahme.

Der Phe-Zusatz iibte bei den fliissigen Formulierungen eine stabilisierende Wirkung bei allen
Lagertemperaturen aus. Nach 12 Wochen 40 °C Lagerung lagen noch mehr als 59 % Monomer
vor (siche Anlagen).
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EPO-Raftilose-Rezepturen
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Abb. 5-26: EPO-Gehalte in Raftilose/Raftilose-Phenylalanin-Rezepturen

Wihrend die trockenen Proben bei hohen Temperaturen hinsichtlich der Stabilitdt den fliissigen
liberlegen waren, drehte sich dies bei niedrigen Temperaturen zugunsten der fliissigen Rez. um.
Eine groBBe Ausnahme war in diesem Zusammenhang die Rez. GRP-EPO.

Bei 40 °C und 50 °C Lagerung kam es zu sehr starkem Monomer-Verlust (Abb. 5-27). Eine
Ursache fiir dieses Verhalten konnte nicht gefunden werden.
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Abb. 5-27: EPO-Gehalte gefriergetrockneter Raftilose-Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung

Die Instabilitdt bei den getrockneten Raftilose-Rez. war vergleichbar hoch zu den getrockneten
Agenamalt-EPO-Rez.. Dies ldsst sich damit erkldren, dass es durch die Glycosidketten des EPOs
zur sterischer Hinderung der Raftilose bei der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
gekommen sein musste. Bei G-CSF zeigte der lineare Autbau der Raftilose im Vergleich zum
helical aufgebauten Agenamalt eine hohere Stabilisierung. Diese wird hier durch Wechsel-
wirkungen zwischen der Raftilose und den Zuckerketten von EPO geschmailert.
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Fazit:

Die Verbesserung des Restwassergehaltes und des T,-Wertes durch den Phe-Zusatz war fiir die
vakuumgetrockneten Proben erwartet worden und konnte bestitigt werden.

Der Phe-Zusatz fiihrte bei den fliissigen Zubereitungen zu einer Verbesserung der Stabilitét,
wohingegen bei den vakuumgetrockneten kein Einfluss beobachtet werden konnte. Sehr {iber-
raschend war die groe Destabilisierung der gefriergetrockneten Phe-haltigen EPO-Rezepturen
bei erhohten Lagertemperaturen.
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5.3.3. EPO-Rezepturen mit Trehalose mit und ohne Phenylalanin-Zusatz

Alle Trehalose-Proben konnten klar rekonstituiert werden.

Erst durch den FEinsatz von Phenylalanin lieBen sich mit Vakuumtrocknung Produkte mit
niedriger Restfeuchte erzielen, die gleichwertig zu gefriergetrockneten Proben waren. Ohne
Phenylalanin blieb der RWG bei 11 % stehen und variierte durch die Gleichgewichtseinstellung
in den Vials nach 12 Wochen Lagerung zwischen 8-11 % (Abb. 5-28).

Restwassergehalt von EPO-Trehalose
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Abb. 5-28: Restwassergehalte von EPO-Trehalose (Wert von VT-TP bei t = 0 war 0 %)

Durch Gefriertrocknung resultierten T,-Werte grofler 66 °C (Phe-freie Rez.) bzw. grofer
46 °C (Phe-haltige Rez.). Bei vakuumgetrockneten Proben konnte nach der Trocknung bei den
Phe-freien ein T, von 65 °C ermittelt werden. Wihrend der Lagerung kristallisierte Trehalose
teilweise aus, so dass nur noch bei der 4 °C gelagerten Probe ein T, von 36 °C messbar war.
Durch den Phe-Zusatz erhohte sich der T, der vakuumgetrockneten Proben auf 94 °C. Nach der
Lagerung lagen die Werte zwischen 69 °C und 94 °C (Tab. 5-17).

T, [°C] T-EPO | TP-EPO
GT > 66 > 46
VT 36-65 69-94

Tab. 5-17: T,-Werte von EPO-Trehalose

Diese Ergebnisse konnten durch Rontgenstrukturanalyse bestitigt werden. Bei den
vakuumgetrockneten Phe-freien Proben waren die RD-Ergebnisse denen der neutralen
Trehalose-Rez. des G-CSF analog. Wéhrend die Proben direkt nach der Vakuumtrocknung noch
amorph vorlagen, wandelten sie sich im Laufe der Lagerung teilweise in die kristalline
Modifikation um. Obwohl auch bei der 4 °C gelagerten Probe ein teilkristallines RD-Signal
erhalten wurde, konnte mit der DSC noch ein T, gemessen werden.

Durch die Trocknung wurde bei VTP-EPO nur ein Monomer-Verlust von 7 % ausgeldst. Bei den
drei anderen Proben lag er bei 11-12 %. Die geringste Gehaltsabnahme zeigte sich mit
6 % bei gefriergetrockneter Phe-freien Proben nach der Lagerung. Beide vakuumgetrockneten
Rezepturen verloren 11 % Monomer wéhrend der Lagerung. Eine Abnahme von 16-41 % zeigte
sich bei GTP-EPO (Tab. 5-18).
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Monomer-Verlust [%] T-EPO TP-EPO
GT-Prozess 11,9 11,9
Lagerung GT-Proben ca. 6 ca. 16-41
VT-Prozess 10,8 7,4
Lagerung VT-Proben ca. 11 ca. 11

Tab. 5-18: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

Nach 12 Wochen Lagerung bei 4 °C und 20 °C wiesen die beiden fliissigen Rezepturen die
hochsten Monomer-Gehalte auf. Bei 40 °C und 50 °C Lagerung zeigten GT-EPO und VTP-EPO
die besten Ergebnisse (Abb. 5-29).

Bei den fliissigen und vakuumgetrockneten Proben flihrte der Phe-Zusatz zu einer Verbesserung
der Stabilitdt, wohingegen bei den gefriergetrockneten Rezepturen eine starke Destabilisierung
folgte. Dieses Verhalten war bereits bei den gefriergetrockneten Phe-haltigen Raftilose-EPO-
Rez. festgestellt worden.

EPO-Trehalose-Rezepturen
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Abb. 5-29: EPO-Gehalte in Trehalose/Trehalose-Phenylalanin-Rezepturen (VT-TP bei 20 °C fehlt)

Wie schon bei G-CSF {iberrascht auch bei EPO die vergleichbare Stabilitit der
vakuumgetrockneten Phe-freien Rez. gegeniiber der Phe-haltigen. Auch in diesem Beispiel wird
fiir diese Beobachtung die gleiche Erkldarung herangezogen. Trehalose stabilisierte unter diesen
suboptimalen Bedingungen mit hohem RWG und niedrigem T, EPO in liberraschender Weise.

Fazit:

Bei der Vakuumtrocknung konnte durch den Phe-Zusatz der Restwassergehalt sehr stark gesenkt
werden und das Auskristallisieren der Trehalose im Vergleich zur Phe-freien Rez. verhindert
werden. Wéhrend der Phe-Zusatz bei den GT-Proben zu einer starken Destabilisierung fiihrte,
konnte bei den fliissigen und vakuumgetrockneten Proben eine Verbesserung der Stabilitét
erzielt werden. In Anbetracht der Tatsache, dass VT-EPO wéhrend der Lagerung aufgrund des
hohen Restwassergehalten teilweise auskristallisierte, waren die hohen Monomer-Gehalte im
Vergleich zu denen der amorph gebliebenen GT-EPO-Proben iiberraschend. Sie zeigten jedoch
das grof3e Stabilisierungspotential der Trehalose unter derartig suboptimalen Bedingungen auf.
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5.3.4. EPO-Rezepturen mit Saccharose-Arginin-Phenylalanin

Alle SAP-Proben konnten zu einer klaren Losung rekonstituiert werden.

Bei der gefriergetrockneten Rezeptur stieg der Restwassergehalt von 0,8 % auf 3,6 % und bei der
vakuumgetrockneten von 2,3 %auf 4,6 % an (Abb. 5-30). Die zughorigen T,-Werte lagen bei
> 46 °C (GSAP-EPO) und zwischen 32 °C und 46 °C (VSAP-EPO) (Tab. 5-19).

Restwassergehalt von EPO-SAP
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Abb. 5-30: Restwassergehalte von EPO-SAP

T,[°C] | SAP-EPO

GT =46
VT 32-46

Tab. 5-19: T,-Werte von EPO-SAP

Der Monomer-Verlust durch Trocknung war bei beiden Rez. mit 8 % gleich groB3. Wihrend die
vakuumgetrockneten Proben bei 4 °C und 20 °C Lagerung nur ca. 10 % Gehalt einbiissten,
waren es bei den gefriergetrockneten 11-31 % (Tab. 5-20).

Monomer-Verlust [%] | SAP-EPO

GT-Prozess 8,3
Lagerung GT-Proben ca. 11-31
VT-Prozess 7,6

Lagerung VT-Proben ca. 10

Tab. 5-20: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

In Abb. 5-31 fillt auf, dass sich die fliissige Zubereitung bei 4 °C und 20 °C Lagerung stabiler
als die beiden getrockneten verhielt, wobei dies bei 40 °C Lagerung dann wieder umgekehrt war.
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EPO-SAP-Rezepturen
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Abb. 5-31: EPO-Gehalte in SAP-Rezepturen

Mattern erhielt mit einer Saccharose:Arginin:Phenylalanin = 50:10:10 mg/ml EPO-Formulierung
durch Vakuumtrocknung stabile Produkte ohne Gehalts-Verlust durch den Trocknungsprozess,
die selbst nach 60 Wochen Lagerung nur einen Monomer-Verlust kleiner 1,5 % aufwiesen [17].
Die in dieser Arbeit verwendete Rezeptur unterscheidet sich nur durch einen um jeweils 5 mg/ml
hoheren Aminosdureanteil. Dieser Unterschied kann nicht urséchlich fiir die verschieden
ausgepragte Stabilitit verantwortlich gemacht werden. Vielmehr konnen Parameter wie der
Trocknungsprozess und die unterschiedliche pH-Einstellung Ausloser gewesen sein. Mattern
benutzte Phosphorsdure, wihrend in dieser Arbeit Salzsdure zur pH-Einstellung angewendet
wurde. Dass die Art der Sdure einen sehr groBen Einfluss auf den T, ausiiben kann, ist von
Placebo-Versuchen von Mattern bekannt. Arginin:Phenylalannin 20,9 :19,8 auf pH 7,4
eingestellt ergaben mit Salzséure einen T, von 71 °C und mit Phosphorsédure 113 °C. So ist es
nicht verwunderlich, dass bei Mattern ein T, von 87 °C resultierte, wohingegen hier nur Werte
grofler 46 °C erzielt wurden.

Fazit:

Trotz Verwendung der optimierten SAP-Rez. lieB sich mit Vakuumtrocknung nur ein
Restwassergehalt von 2 % erzielen, der infolge der Lagerung auf 4,5 % zunahm. Aber auch bei
den gefriergetrockneten Proben kam es wéhrend der Lagerung zu einem Anstieg der Restfeuchte
und Erniedrigung des T,. Bei beiden trockenen Produkten lag der Monomer-Gehalt bei 4 °C und
20 °C Lagerung unterhalb der fliissigen Proben. Ausloser fiir die niedrigen Monomer-Gehalte
diirfte die Verwendung von Salzsdure anstelle von Phosphorsdure zur Einstellung der Rezeptur
gewesen sein. Bei Mattern lief3 sich die Phosphorsdure-haltige Rezeptur ohne Monomer-Verlust
vakuumtrocknen und unter gleichen Bedingungen lagern [17].
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5.3.5. EPO-Rezepturen mit HP-3-CD mit und ohne Phenylalanin-Zusatz

Alle Cyclodextrin-Proben konnten zu einer klaren Losung rekonstituiert werden. Nach
12 Wochen Lagerung wurde bei den fliissigen Phe-haltigen CD-Rez. Opaleszenz und Gelb-
farbung in Abhangigkeit von der Lagertemperatur festgestellt.

Die Restwassergehalte der beiden Rezepturen ergaben bei beiden Trocknungsmethoden Werte
kleiner 1 % nach Trocknung und Lagerung. Mit der Vakuumtrocknung, sowie mit den Phe-freien
Rez. konnten jeweils hohere To-Werte als mit der Gefriertrocknung bzw. der Phe-haltigen Rez.
erzielt werden (Tab. 5-21).

T,[°C] | CD-EPO | CDP-EPO
GT > 93 > 76
VT > 106 > 98

Tab. 5-21: T,-Werte von EPO-HP--CD

Die Monomer-Verluste durch die Trocknung lagen bei 2-3 % und fiir die Lagerung bei
8-10 % (Tab. 5-22).

Monomer-Verlust [%] | CD-EPO | CDP-EPO
GT-Prozess 1,6 2,0
Lagerung GT-Proben ca. 8 ca. 8
VT-Prozess 1,9 3,0
Lagerung VT-Proben ca. 9 ca. 10

Tab. 5-22: Monomer-Verlust durch Trocknungsprozess und Lagerung

Die gefriergetrockneten Rezepturen waren minimal stabiler als die vakuumgetrockneten. Bei den
fliissigen Rez. konnte nach 12 Wochen 40 °C Lagerung immerhin 79 % bzw. 75 % Monomer
nachgewiesen werden.

Bei allen drei Zubereitungsformen nahm die Stabilitit durch den Phe-Zusatz in minimalem
Umfang ab.
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Abb. 5-32: EPO-Gehalte in HP-3-CD/HP-3-CD-Phenylalanin-Rezepturen
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Fazit:

Wie bereits bei den G-CSF-Rezepturen konnten durch das Cyclodextrin-Derivat hohe Monomer-
Gehalte und hohe T,-Werte bei gleichzeitig niedrigen RWG erzielt werden. Der Phe-Zusatz hatte
einen leicht destabilisierenden Effekt auf die Cyclodextrin-Rezepturen. Besonders bemerkens-
wert war der hohe Monomer-Gehalt, der bei den beiden fliissigen Zubereitungen erzielt werden

konnte.
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5.4. Rontgendiffraktometrie und Rasterelektronenmikroskopie getrockneter Proben

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse zur Morphologie ausgewéhlter Proben vorgestellt.
Mittels Rontgendiffraktometrie (RD) und Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurden die
getrockneten Proben charakterisiert.

Ergebnisse der Rontgendiffraktometrie

Reine Hilfsstoffe (ungetrocknet und unbehandelt)

e Agenamalt, Raftilose und Cyclodextrin lagen vollamorph vor (entspricht Abb. 5-14).

e Saccharose, Arginin, Phenylalanin und Trehalose besallen eine vollkristalline Gestalt
(entspricht Abb. 5-17)

getrocknete Rezepturen

Gefriergetrocknete Proben

Alle Proben, die fiir 12 Wochen 50 °C eingelagert waren, zeigten vollamorphe Ergebnisse.

Da alle 50 °C gelagerten Proben vollamorphe Gestalt besal3en, konnte daraus abgeleitet werden,
dass auch die 40, 20 und 4 °C gelagerten Proben vollamorphe Struktur besessen haben. Sie
wurden deshalb nicht untersucht.

Vakuumgetrocknete Proben:

e Alle Agenamalt- und Raftilose-Proben, die fiir 12 Wochen bei 50 °C gelagert worden waren,
zeigten vollamorphes Aussehen.

e Alle AMP-, RP-, TP-, SAP-Proben waren amorph mit Anzeichen von teilamorphen
Bereichen. Bei allen Diffraktogrammen zeigte sich kein Unterschied im Kurvenverlauf
zwischen den 50 und 4 °C gelagerten Proben.

e Die Ergebnisse zur Trehalose wurden bereits in Unterkapitel 5.2.3. diskutiert. Nach der
Vakuumtrocknung lagen beide Rez. amorph vor. Durch die Lagerung wandelten sich alle
neutralen Proben in teilamorph/teilkristalline Systeme um. Bei den sauren Proben geschah
diese Umwandlung nur bei den 40 °C und 50 °C gelagerten Proben. Die 4 °C und 20 °C
gelagerten Proben behielten ihre amorphe Gestalt.

Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopie

Die  Oberflichenstrukturen der getrockneten Produkte wurden mit Hilfe der
Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht. Ausgewdhlt wurden vakuumgetrocknete
Proben von G-CSF mit pH 4, die fiir 12 Wochen bei 4 °C gelagert worden waren.

Auf Abb. 5-33 und Abb. 5-34 sind die Oberflachenstrukturen von VAM4 und VAMP4
abgebildet. VAM4 zeigt grofle kantige Stiicke, die eine sehr glatte Oberfldche aufweisen (Abb.
5-33). Beit VAMP4 sieht man an der geschwungenen Oberflache kleine unregelmifige Stiicke auf
der insgesamt unregelméfBigen Oberfldche. Allerdings konnte diese Oberflichenstruktur nicht bei
allen untersuchten Probenstiicken beobachtet werden.
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X1,100 10um WD 8.8mm
Abb. 5-33: REM-Aufnahme von VAM4

X400 10pm_ WD 8.7mm

Abb. 5-34: REM-Aufnahme von VAMP4
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GroBe Unterschiede waren zwischen VR4 und VRP4 nicht zu erkennen (Abb. 5-35 und Abb. 5-36).
Die Oberfliache der Phe-freien Probe zeigte eine vergleichsweise glattere Oberfliche.

NONE SEI 3.0kv  X1,500 10um WD 9.6mm

Abb. 5-35: REM-Aufnahme von VR4

SEI 3.0kVY  X1,500 10pm

Abb. 5-36: REM-Aufnahme von VRP4
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Abb. 5-37 zeigt die Oberflachenstruktur der vakuumgetrockneten SAP4-Probe. Auch hier
konnten keine Phenylalanin-Kristalle beobachtet werden

SEl 3.0kv  X1,500 10um WD 9.0mm

Abb. 5-37: REM-Aufnahme von VSAP4

Fazit:

Es konnten keine nennenswerten Unterschiede zwischen den Phe-freien und Phe-haltigen Proben
beobachtet werden. Alle vakuumgetrockneten Proben zeigten Oberflachenstrukturen, wie sie in
amorphen Systemen vorliegen. Die REM-Aufnahmen bestitigen die Ergebnisse der
RD-Messungen, bei denen amorphe bis teilamorphe Systeme ermittelt werden konnten.

Die REM-Beobachtungen unterscheiden sich damit grundlegend von den Ergebnissen von

Mattern [17]. Dort zeigten Maltose-Aminosdure-Mischungen kristalline Strukturen auf denen
sich die Maltose-Protein-Matrix abgeschieden hatte.

Dieses Buch ist erhéltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



5. STABILITATSUNTERSUCHUNGEN 155

5.5. Zusammenfassung der Stabilititsuntersuchungen

Anhand der Ergebnisse von Placebo-Rezepturen wurden Agenamalt (Maltodextrin), Raftilose
(Oligofructose), Trehalose und eine Rezeptur mit Saccharose-Arginin-Phenylalanin (SAP) fiir
vergleichende Untersuchungen von Vakuum- und Gefriertrocknung sowie fiir fliissige
Einlagerungen ausgewihlt. Mit den Modellarzneistoffen G-CSF und EPO wurde untersucht, ob
diese Hilfsstoffe prinzipiell zur Stabilisierung geeignet sind und welches Trocknungsverfahren
dabei vorteilhaft ist.

Bei allen fliissigen G-CSF Rezepturen mit pH 7,4 konnte eine starke Instabilitit bei 40 °C
Lagerung beobachtet werden. Je nach Rezeptur kam es innerhalb von wenigen Stunden bis hin
zu 2 Wochen zum volligen Monomer-Verlust. Diese Instabilitit wird in der Literatur mehrfach
beschrieben [43,44,132].

Bei allen fliissigen Rezepturen mit pH 4 war die Stabilitdt deutlich hoher, ausgenommen bei
G-CSF-Raftilose-Rezepturen mit und ohne Phenylalanin-Zusatz, sowie bei G-CSF-Trehalose
ohne Phenylalanin-Zusatz konnte derselbe rapide Abbau verfolgt werden.

Bei den fliissig gelagerten EPO-Proben traten diese Stabilitdtsprobleme nicht auf.

Alle gefriergetrockneten Rezepturen lagen vor und nach der Lagerung im vollamorphen
Zustand vor. Die vakuumgetrockneten Rezepturen bildeten amorphe bis teilamorphe Systeme
aus. Bei allen vakuumgetrockneten Trehalose-Rezepturen kam es zu teilweisem
Auskristallisieren der Trehalose wihrend der Lagerung.

Bei allen Agenamalt-Rezepturen konnten unabhingig von der Trocknungsmethode niedrige
Restwassergehalte und hohe T, erzielt werden. Der Phenylalanin-Zusatz war bei der
Vakuumtrocknung nicht notwendig, um trockene Produkte zu erhalten. Der Zusatz wirkte sich
jedoch stabilisierend wéhrend der Vakuumtrocknung und der Lagerung der G-CSF- und EPO-
Produkte aus. Bei Agenamalt-G-CSF waren bei beiden pH-Werten alle Phenylalanin-haltigen
Zubereitungen stabiler.

Trotz allem blieb bei beiden Proteinen die Stabilitdt der getrockneten Produkte hinter der der
fliissigen Form zuriick oder lag auf gleichem Niveau. Aus diesem Grund bietet die Trocknung
gegeniiber der fliissigen Zubereitung keinen Vorteil, sondern verursacht nur grole Kosten und
nimmt viel Zeit fiir die Trocknung in Anspruch. Die guten Trocknungseigenschaften des
Agenamalts zu niedrigen Restwassergehalten lassen sich eventuell durch Kombination mit
besser stabilisierenden anderen Hilfsstoffen optimieren und sind ein Ansatzpunkt fiir eine
Verwendung in getrockneten Formen.

Raftilose- und Trehalose-Rezepturen konnten erst durch Phenylalanin-Zusatz zu trockenen
Produkten vakuumgetrocknet werden. Bei der Gefriertrocknung dieser Rezepturen hatte das
Phenylalanin keinen Einfluss auf den Restwassergehalt und den T,.

Bei hoheren Lagertemperaturen zeigten nur die Phenylalanin-haltigen Raftilose- und Trehalose-
Rezepturen von EPO im Unterschied zu den anderen EPO-Rezepturen eine ausgeprigte
Instabilitdt, die nur bei den gefriergetrockneten aber nicht bei den vakuumgetrockneten auftrat.
Dieses Phdanomen war bei den gleichen Trocknungsbedingungen und denselben Rezepturen mit
G-CSF nicht beobachtet worden.

Mit Raftilose lieBen sich G-CSF und EPO trotz geeigneter Vorraussetzungen beziiglich geringer
Restfeuchte und hohem T, nur unzureichend stabilisieren. Da Raftilose ohne Phenylalanin-
Zusatz nicht zu trockenen Produkten vakuumgetrocknet werden kann, ist es Agenamalt
unterlegen. Wie bei Agenamalt wiesen die fliissigen Proben eine vergleichbare Stabilitdt auf und
stellen eine kostenintensive langwierige Trocknung in Frage.
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Trehalose zeigte in dieser Arbeit besondere Stabilisierungseigenschaften. Trotz hohem
Restwassergehalt stabilisierte Trehalose in einem vakuumgetrockneten Phenylalanin-freien
Produkt G-CSF so gut wie in Phenylalanin-haltigen Proben mit niedriger Restfeuchte. Aufgrund
der hohen T,-Werte bietet Trehalose eine amorphe stabilisierende Umgebung fiir das
inkorporierte Protein und bildet Wasserstoffbriicken mit ihm aus.

Die Rezeptur mit Saccharose-Arginin-Phenylalanin (SAP) besitzt ein  gutes
Stabilisierungspotential. Aufgrund des im Vergleich zu Trehalose niedrigeren T,-Wertes ist bei
der Vakuumtrocknung nur eine Kombination aus Saccharose-Arginin-Phenylalanin erfolgreich.
Mit Saccharose alleine bliebe das Produkt auf der Stufe des rubber-Zustandes stehen. Mit SAP
konnen nur unter optimalen Bedingungen gleichwertige Ergebnisse zu Trehalose erzielt werden.

Die Rezepturen mit Hydroxypropyl-B-cyclodextrin zeigten sowohl bei den G-CSF- als auch
den EPO-Rezepturen die groBte Stabilitdt. Die gute stabilisierende Wirkung der Cyclodextrine
ist literaturbekannt, wurde aber bisher nur fiir gefriergetrocknete und nicht fiir
vakuumgetrocknete Proteinzubereitungen beschrieben [54,115,150,212]. Aufgrund ihrer
hervorragenden Stabilisierungs-Eigenschaften koénnen Cyclodextrine nicht nur den nativen
Zustand der Proteine, sondern auch Aggregate stabilisieren [209]. Dies relativiert aber nicht die
erhaltenen guten Daten. Aufgrund der teilweise eingeschriankten Loslichkeit der Cyclodextrine
ist ihre parenterale Applizierbarkeit eingeschrankt. Vom verwendeten Hydroxypropyl-8-
cyclodextrin ist aus der Literatur bekannt, dass diese Nebenwirkungen vernachlédssigbar sind und
durch die Derivatisierung das Loslichkeitsproblem behoben werden konnte [213].

Neben den Hilfsstoffen spielte das Trocknungsverfahren eine groBe Rolle. In dem
vorausgegangenen Kapitel wurden die Hilfsstoffe hinsichtlich ihres Stabilisierungsvermdgens
wihrend der Trocknung und der anschlieenden Lagerung beurteilt.

Beim direkten Vergleich der beiden Trocknungsverfahren konnte abgeleitet werden, dass
Vakuumtrocknung neben der Gefriertrocknung ein grofles Potential zur Stabilisierung von
Protein-Zubereitungen besa3. Neben gleichwertigen Produkten wurden mehrfach bessere
Ergebnisse mit der Vakuumtrocknung erhalten. Als Beispiele sind die beiden neutralen
Raftilose-Rez. und die neutrale Phe-freie Agenamalt-Rez. be1 G-CSF und Phe-haltige Trehalose-
Rez. bei EPO zu nennen. Die vakuumgetrockneten Proben wiesen teilweise einen groferen
Monomer-Gehalt als die gefriergetrockneten Proben auf. Interessanterweise zeigten bei der
Lagerung die nach beiden Verfahren getrockneten Proben nur bei hoheren Lagertemperaturen
eine groflere Stabilitdt als fliissige Proben. Bei niedrigen Lagertemperaturen waren die fliissigen
Zubereitungen gleichwertig oder iiberlegen.

Aus den gefundenen Daten kann gefolgert werden, dass die getrockneten Rezepturen hinsichtlich
Stabilitdt weiter optimierungsbediirftig sind.

Durch weitere, neue Hilfsstoffe und/oder neue Hilfsstoffkombinationen sind die Rezepturen zu

optimieren. Die guten Trocknungs-, aber begrenzten Stabilisierungseigenschaften von
Agenamalt stellen in Kombination mit Trehalose oder Saccharose einen Ansatzpunkt dar.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, verschiedene Vakuumtrocknungs-Verfahren fiir die
Trocknung von Proteinen verfahrenstechnisch zu optimieren. Dies geschah zum einen durch die
Verwendung unterschiedlicher Gerdte und zum anderen durch den Einsatz spezieller
Rezepturmodifizierungen. Dabei war es notwendig, das Verhalten der Proteine wéhrend des
Trocknungsprozesses durch zahlreiche Versuchsansidtze und mit mehreren analytischen
Methoden zu charakterisieren. Das bei der Trocknung auftretende Aggregations-Phédnomen des
verwendeten Modellproteins Granulocyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) wurde im
Detail untersucht, und Erklarungshypothesen wurden entwickelt.

Sehr héufig werden in Labors Geréte zur Einengung von wirkstoffhaltigen Losungen verwendet,
die durch Rotation oder Agitation der Proben in beheizbaren und evakuierbaren Kammern eine
schnelle und schonende Aufkonzentrierung durch Vakuumtrocknung erreichen. Der erste Teil
dieser Arbeit beschéftigte sich damit, die Eignung derartiger Aufkonzentrierungsgeréte zu einer
vollstdndigen und schonenden Trocknung zu iiberpriifen. Dariiber hinaus wurden Trocknungs-
versuche in Vakuumtrockenschrianken und Gefriertrockenanlagen durchgefiihrt.

Durch die Bewegung der Proteinlésungen im IR-Dancer bzw. im Rotationsvakuumkonzentrator
gestaltete sich das rechtzeitige Erkennen von Siedeverzug sehr viel schwieriger als bei
Versuchen in Trocknungskammern. Wenn sich die Proben in Bewegung befanden, war eine
sichere optische Kontrolle nicht moglich. Negative Riickkopplung des Systems iiberdeckte beim
IR-Dancer den erwarteten Effekt, die Trocknung durch Oberflichenvergroferung stark zu
beschleunigen, d.h. die Anlagen sind letztlich nicht wesentlich effektiver als Vakuumtrocken-
schréanke.

Problematische Handhabung wie unzureichende Kontrolle von Siedeverzug, geringe
Chargengrdfle, ungentigende Trocknungsrate und das AusmalBl der Aggregation filihrten zum
Ausschluss des Rotationsvakuumkonzentrators und des IR-Dancers fiir weitere Versuche. Das
Auftreten von Siedeverzug in den Vakuumtrockenschrinken wurde durch den Einsatz einer
Membranvakuumpumpe mit automatischer Siedepunktsnachfiihrung vermieden.

Trotz zahlreicher Versuche mit einem Kondensator und Spiilzyklen mit trockenem Spiilgas
konnte die Kondensation von Wasserdampf in den Vakuumtrockenschranken nicht verhindert
oder optimiert werden. Die Kondensation von Wasserdampf verlidngerte die Trocknungszeiten
erheblich. Das AusmaBl der Aggregation erhdhte sich, da die Proben ldnger im
hochkonzentrierten Zustand verweilten. Erst die Vakuumtrocknung in der Gefriertrocknungs-
anlage mit temperierter Stellfliche wurde allen Anforderungen fiir eine schnelle und gleichzeitig
schonende Vakuumtrocknung gerecht.

Vakuumtrocknungsversuche bei unterschiedlichen Temperaturen zeigten eine Wechselwirkung
zwischen Temperatur und Zeit. Im Falle von G-CSF stellten Vakuumtrocknungen bei 30 °C bis
40 °C ein Optimum dar. Niedrigere und héhere Trocknungstemperaturen wirkten sich jeweils
negativ auf die Stabilitét aus. Fiir eine schnelle und gleichzeitig schonende Vakuumtrocknung ist
die experimentelle Evaluierung der geeigneten Prozessparameter Druck, Temperatur und
Trocknungsdauer von sehr gro3er Bedeutung.
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Eine interessante Beobachtung wurde bei der Auswertung der SEC-Daten der Trocknungs-
versuche mit dem IR-Dancer gemacht. Der G-CSF-Monomer-Gehalt sank auf ein Minimum und
stieg anschlieBend wieder steil an. Dazu gegenldufig erfolgten der Anstieg und das Absinken des
Dimer- und Aggregat-Anteils. Es handelte sich um eine reversibel verlaufende Aggregation. In
zahlreichen Versuchen mit Vakuumtrockenschrinken konnte die Beobachtung des intermedidren
Monomer-Minimums bestdtigt werden. Durch parallele Analysen von Proben mit der SEC und
der AF4 lieB3 sich die beobachtete reversible Aggregation verifizieren.

Bei der Charakterisierung der reversiblen Aggregation des G-CSF konnte eine Abhéngigkeit des
Phinomens von der Temperatur und von der Rezepturzusammensetzung ermittelt werden. Bei
der neutralen Rezeptur lieB sich ein direkter Zusammenhang zwischen der reversiblen
Aggregation und der Temperatur feststellen. Bei zu hoher Trocknungstemperatur wurde die
reversible Denaturierung des G-CSF durch die irreversible Aggregation tiberdeckt.

Die Ergebnisse zum reversiblen Aggregations-Verhalten des G-CSF stimmen mit Angaben in
der Literatur iiberein, in denen von einem reversibel gebildeten Dimer berichtet wird [171,214].
Saccharose begilinstigt die Bildung dieser Dimer-Spezies thermodynamisch durch preferential
exclusion. Diese Dimere entstehen aus zwei nativen gefalteten Monomeren und greifen nicht in
die irreversible Aggregation des G-CSF ein. Das als intermedidres Monomer-Minimum
beobachtete Aggregations-Verhalten des G-CSF ist somit aufgeklart.

Mit Hilfe von Einlagerungen von fliissigen, aufkonzentrierten, getrockneten und nach der
Trocknung wieder befeuchteten Proben wurde das Verhalten von G-CSF in diesen Zustdnden auf
Stabilitdt untersucht. Die grofte Instabilitdt resultierte fiir die aufkonzentrierten und die wieder
befeuchteten Proben, d.h. viskose Zubereitungen mit relativ hoher Protein- und Hilfsstoff-
konzentration fithren gegeniiber den verdiinnten wéssrigen Proteinlosungen zu deutlich
reduzierten Stabilitdten. Durch gezielte Riickbefeuchtung der vakuumgetrockneten Proben wurde
die sogenannte ,,moisture induced aggregation* simuliert, die wéhrend der Lagerung auftritt. Die
getrockneten Proben nahmen bis zur Gleichgewichtseinstellung Wasser in Abhéngigkeit von der
relativen Feuchte auf. Danach blieb das Probengewicht konstant, wéihrend die Aggregation in der
feuchten Matrix sich kontinuierlich fortsetzte. Selbst durch Vorsichtsmalnahmen wie wasser-
dampfdichte Packmittel, vorgetrocknete Stopfen und Verschluss der Vials unter trockenen
Schutzgasbedingungen kann die langsame Riickbefeuchtung der getrockneten Produkte nicht
vollstdndig verhindert werden.

Am stabilsten waren die vakuumgetrockneten Proben. Der rubber-Zustand bildet bei der
Trocknung von Proteinlésungen die Schliisselstelle in der Umwandlung der Umgebung des
Proteins vom fliissigen in den trockenen Zustand. Die Vorgidnge am Protein kénnen je nach
Wasser-Feststoff-Verhéltnis mit verschiedenen Theorien zur Stabilisierung im fliissigen und
trockenen Zustand besser erklirt werden [10,56,58,99,152,188,189]. Durch preferential
exclusion von Hilfsstoff werden fliissige Zubereitungen stabilisiert. Fiir die Stabilisierung in
trockenen Produkten werden der amorphe glasartige Zustand und der Austausch von Wasser
gegen Hilfsstoffmolekiile an der Proteinoberfliche unter Ausbildung von Wasserstoftbriicken-
bindungen verantwortlich gemacht.
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Im letzten Teil der Arbeit wurde die Stabilisierung von Proteinarzneistoff in verschiedenen
Formulierungen untersucht. Um die Leistungsfihigkeit der Vakuumtrocknung gegeniiber der
Gefriertrocknung zu beweisen, wurden die Rezepturen zusdtzlich zu Vergleichszwecken
gefriergetrocknet. Fliissige Zubereitungen wurden neben getrockneten Proben eingelagert, um
das Stabilisierungspotential der Hilfsstoffe auch an fliissigen Proben untersuchen zu kénnen. Mit
den Modellarzneistoffen G-CSF und EPO wurde untersucht, ob diese Hilfsstoffe prinzipiell zur
Stabilisierung geeignet sind und wenn ja, in welcher Zubereitungsform am besten.

Bei der Vakuumtrocknung von Raftilose (Oligofructose) und Trehalose blieben beide Hilfsstoffe
ohne weitere Zusitze auf der Stufe des rubber-Zustandes mit hoher Restfeuchte und niedrigem
T, stehen. Erst durch Phenylalanin-Zusatz war es bei Raftilose und Trehalose moglich, trockene
Produkte mittels Vakuumtrocknung zu erhalten [17]. Beide Hilfsstoff-Kombinationen nutzten
das Verhalten von Phenylalanin aus, in Nadeln auszukristallisieren. Dies erlaubte der sich
wihrend der Vakuumtrocknung weiter aufkonzentrierenden Hilfsstoffmasse, sich auf einer
groflen Oberfliche abzuscheiden. Aufgrund der vergroBerten Oberfliche reduzierte sich die
Schichtdicke, aus der das verbliecbene Wasser entfernt werden muss. Es kommt so zu einer
Beschleunigung und starken Verbesserung der Trockenbarkeit der Losung. Die auf diese Weise
vakuumgetrockneten Rezepturen bildeten amorphe bis teilamorphe Systeme aus.
Interessanterweise konnten keine Phenylalanin-Nadeln mit der Rasterelektronenmikroskopie
mehr beobachtet werden. Es wird vermutet, dass die Kristalle vollstindig von der amorphen
Matrix eingehiillt wurden. Bei allen vakuumgetrockneten Trehalose-Rezepturen kam es zu
teilweisem Auskristallisieren der Trehalose wiahrend der Lagerung. Dies wirkte sich
iiberraschenderweise nicht negativ auf die Stabilitit aus.

Nur Agenamalt-Rezepturen (Maltodextrin) und Cyclodextrin-Rezepturen lieBen sich ohne
Phenylalanin genauso gut vakuum- wie gefriertrocknen. Ursache dafiir ist, dass zwischen
Molekulargewicht und T, eine direkte Abhédngigkeit besteht. Kohlenhydrate mit groferem
Molekulargewicht bilden schneller eine glasartige amorphe Struktur mit hohem T, aus [96,99].

Die beste Stabilisierung fiir beide Proteine lie sich mit getrockneten Cyclodextrin-, Trehalose-
und Saccharose-Arginin-Phenylalanin-Rezepturen erzielen.

Die Rezepturen mit Hydroxypropyl-B-cyclodextrin zeigten fiir beide Proteine die grofite
Stabilitidt. Aus der Literatur waren bisher nur flir gefriergetrocknete Proteinzubereitungen die
hervorragenden Stabilisierungs-Eigenschaften der Cyclodextrine bekannt [212]. Die guten
Ergebnisse belegen auch fiir die Vakuumtrocknung die stabilisierende Wirkung. Einige
Nachteile sind fiir eine breite Anwendung hinderlich. Im Vergleich zu anderen Kohlenhydraten
sind Cyclodextrine teure Hilfsstoffe. Aufgrund der teilweise schlechten Loslichkeit der
Cyclodextrine ist ihre parenterale Applizierbarkeit eingeschrinkt. Durch Derivatisierung konnte
fiir Hydroxypropyl-B-cyclodextrin das Loslichkeitsproblem behoben werden [213].

Trehalose zeigte besondere Stabilisierungseigenschaften. Der Zusatz von Phenylalanin zu
Trehalose fiihrte zwar erwartungsgemil zu deutlich reduzierten Restwassergehalten und hohen
T,-Werten, die Stabilisierung war jedoch der ohne Phenylalanin-Zusatz gleich. Trehalose ist also
geeignet, um Proteine unter besonders ungiinstigen Bedingungen, z. B. beim Durchschreiten des
rubber-Zustandes, hinreichend zu stabilisieren. Die in der Natur ablaufenden Vorginge beim
Uberdauern von Pflanzen in der Trockenphase sind den hier modellhaft untersuchten Verfahren
sehr dhnlich und nicht z. B. mit Gefriertrocknung zu vergleichen. Die festgestellten Aussagen zu
Trehalose sind deshalb konsistent mit dessen Vorkommen und Funktion in der Natur.
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Agenamalt-Rezepturen wiesen zwar aufgrund niedriger Restfeuchte und hohen Tg,-Werten
theoretisch gut geeignete Bedingungen auf, zeigten aber beim Stabilisierungsvermdgen deutliche
Schwichen. Wegen der Molekiilgestalt und Molekiilgrole kommt es beim Austausch von
Wasser- gegen Agenamalt-Molekiilen an der Proteinoberfliche zu sterischer Hinderung der
Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen. Dies reduziert die stabilisierende Wirkung im
trockenen Zustand.

Raftilose-Rezepturen besaflen im Vergleich zu Agenamalt den Nachteil, nur durch Phenylalanin-
Zusatz bei der Vakuumtrocknung vergleichbare Restfeuchten und Stabilititen zu erreichen.
Insgesamt war die Stabilitdt den Agenamalt-Produkten gleich, da es auch bei Raftilose zu einer
sterischen Hinderung bei der Ausbildung von stabilisierend wirkenden Wasserstoffbriicken-
bindungen kommt.

Es konnte gezeigt werden, dass Vakuumtrocknung neben Gefriertrocknung ein beachtliches
Potential zur Stabilisierung von getrockneten Protein-Zubereitungen besitzt. In vielen Féllen
konnten mit der Vakuumtrocknung bessere Ergebnisse oder auch gleichwertige Produkte zur
Gefriertrocknung erhalten werden.
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Ubersicht iiber die Restwassergehalte (RWG)

RWG [%)] GCSF pH 7,4 GCSF pH 4 EPO
n.GT |50°C|40°C|20°C| 4°C |50°C]40°C[20°C| 4°C |50°C]|40°C|20°C]| 4°C
AM 2,6 2,9 1,7 0,8 3,1 3,0 1,9 0,9 24 2,8 1,5 0,9
AMP 2,6 2,4 1,8 0,7 3,4 1,2 1,2 0,9 3,1 3,3 1,5 0,8
R 3,1 3,4 1,7 0,9 2,5 n.b. 2,8 1,6 2,7 2,6 1,5 0,7
RP 2,8 3,0 1,3 0,9 3,7 3,8 2,1 1,5 2,3 29 1,0 0,8
T 5,0 4,8 3,3 1,8 4,6 5,2 2,9 1,8 3,1 2,9 2,0 1,0
TP 45| 44 24 1,6 29| n.b. 29 1,4 4,0 4.1 1,7 1,4
SAP 2,9 3,1 21 1,2 3,0 3,1 1,9 1,2 3,1 3,1 2,8 1,3
Tab. 8-1: RWG der verschiedenen gefriergetrockneten Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung
RWG [%)] GCSF pH 7,4 GCSF pH 4 EPO
n.VT |50°C|40°C|20°C| 4°C |50°C]40°C[20°C| 4°C |50°C]40°C|20°C]| 4°C
AM 2,5 2,9 1,4 1,0 2,1 1,4 0,9 0,7 1,9 2,3 1,1 1,0
AMP 3,2 3,6 1,9 0,9 5,3 4,9 2,7 1,4 2,3 3,2 2,5 0,8
R 6,2 6,2 6,7 7,0 9,9 8,7 7,7 7,3 5,9 6,3 6,4 7,0
RP 2,6 2,5 1,9 0,9 4,6 3,1 1,7 1,4 3,0 3,9 2,4 1,1
T 8,3 8,9 9,0 9,0 8,0 71 7,7 8,2 8,2 104 7,6 8,4
TP 3,0 3,4 1,7 0,7 4,9 4,9 3,4 1,9 4,1 3,2 1,6 0,6
SAP 2,5 24 1,6 1,2 54 5,3 4,4 3,5 4,2 4,4 3,1 3,5

Tab. 8-2: RWG der verschiedenen vakuumgetrockneten Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung

GT VT
gl-—IC7S Z ohne Phe mit Phe ohne Phe mit Phe
" Js50°c]40°c] 4°c [s50°c]40°c] 4°Cc [50°c]40°c] 4°C |50°c]|40°Cc] 4°C
NW 0,1 0,0 0,1 0,1
2W 07 1 o5 101 ] o6l o04] 01 ]o07] 04 o01]o06] 04] 00
6 W 130060109 o6 o1 ] 1008 o01]o09] 07]o1
2w L2 o 2P ol o2 oo a2 0] 13 11
Tab. 8-3: RWG der verschiedenen HP-B3-cyclodextrin-Proben mit pH 7,4
GT VT
Gp_g S4F ohne Phe mit Phe ohne Phe mit Phe
s50°C|40°Cc]| 4°C |50°c|40°c]| 4°C |50°c|40°Cc]| 4°C |50°Cc]|40°C]| 4°C
NW 0,1 0 0,1 0,1
2W 07 | 04 [ 001 o6 03] 00 071 o061 01] 081 04]o01
6W 131 10] 01 o8] o6 o1 ] 10]o09] o1 ] 10]07]o01
2w oo 13 o080 09f 09 o9 13[091f09] 09/ 06l 11
Tab. 8-4: RWG der verschiedenen HP-B3-cyclodextrin-Proben mit pH 4
GT VT
EPO ohne Phe mit Phe ohne Phe mit Phe
s50°c|40°c]| 4°C [50°c|40°c]| 4°C [50°c|40°c]| 4°C |50°c]|40°Cc] 4°C
NW 0,1 0 0,1 0
2W 06 | 06 [ 01 ] o6l 04 ] 01 ]o07] 050107 04]o01
6W 09 [ 07 [ 00 08| 06 00 10f 087 01 ] 081 06] 01
2w o1l o2] o1 for]or]or]o2]o2]o01]o1]o2]o1

Tab. 8-5: RWG der verschiedenen HP-B3-cyclodextrin-Proben mit EPO
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8. ANLAGEN 175
Ubersicht iiber die DSC-Daten
T, [°C] G-CSF pH 7,4 G-CSF pH 4,0 EPO
0 GT | Nw nach NW nach NW nach
Lagerung Lagerung Lagerung
AM | >89 > 80 > 84 >80 >76 >77
AMP | >385 >94 >77 >8 4 > 78 > 86
R > 062 > 69 > 60 > 67 > 55 >58
RP > 58 > 69 >47 > 66 > 66 >57
T >61 > 67 >57 > 68 > 06 > 67
TP > 57 > 60 >47 > 64 >46 >57
SAP | >56 > 47 > 59 >45 > 52 > 46
Tab. 8-12: DSC-Daten der verschiedenen gefriergetrockneten Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung
T, [°C] VT G-CSF pH 7.4 G-CSF pH 4 EPO
t=0] 4°C |20°C|40°C|50°C] t=0] 4°C |]20°C|40°C]|50°C]) t=0] 4°C |20°C|40°C]|50°C
AM7,4 114,9] 106,71 1029 81,4 | 92,6 | 118,0] 102,7] 97,5 | 81,5 | 91,0 | 110,2) 107,4f 91,11 80,1] 89,7
AMP7.4  |120,7] 94,0 | nb. | 1040] 90,5 1 1473] 89,0 | 87,5 | 82,6 | 912 | 1493] 582] 572 783] 78,8
R7,4 452 ) 42,6 | 47,8 | 45,6 | 47,6 | 40,5 | 42,0 | 41,8 | 334 | 31,7 40,8 38,0 453] 31,6 46,4
RP7.4 958 | 955 1 780 [ 7151 741 1 8831 872 738 [ 654 [ 686 | or0] 91,7] 758 665 752
17,4 39,1 | 40,8 | 53,2 | 44,0 | krist. | 33,1 | 40,2 | 38,6 | 46,8 | 47,1 64,71 36,0 krist.
TP7.4 99,4 1 953 | 874 ]| 714 | 719 ] 953 | 87,8 | 79,5 | 76,2 | 64,6 94,11 93,8] 86,71 71,2 69,0
SAP7,4 63,9 | 59,9 | 56,2 | 52,0 | 46,9 | 44,1 | 42,4 | 40,8 | 25,5 | 25,1 46,2] 40,21 46,00 31,51 31,5

Tab. 8-13: DSC-Daten der verschiedenen vakuumgetrockneten Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung

T, [°C] mit Phe ohne Phe
nach GT 50°C[40°C] 4°C J50°C]|40°C]| 4°C
G-CSF| NwW 81,4 92,3
pH74[12w] 743 ] 828 | 825] 81,1 | 98 | 93.8
G-CSF| NW 77,7 85,0
pH4 J12w] 80,8 | 95,8 | 83,1 101,9] 100,0] 93,3
epo LYW 88.5 93,6
12w] 76,1 1 9121 91,7 ] 94,7 | 103,0] 93.1

Tab. 8-14: DSC-Daten der gefriergetrockneten HP-B-cyclodextrin-Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung

T, [°C] mit Phe ohne Phe
nach VT 50°C[40°C] 4°C J50°C]|40°C]| 4°C
G-CSF| NW 98,9 106,0
pH74[12W] 982 ] 97,7 | 902 | 108,6] 91,6 | 89.1
G-CSF| NW 105,6 98,8
pH4 12w ] 99,9 [ 814 [ 912 J 1172|1144 975
EPO NwW 98 n.b.
12w ] 104,1]103,4]102,8] 105,8]109.4] 107.7

Tab. 8-15: DSC-Daten der vakuumgetrockneten HP-B-cyclodextrin-Rezepturen nach 12 Wochen Lagerung
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Ubersicht iiber die SEC-Daten [Monomer-Gehalte in %]

Zeit [W] | °C | FAM7,4 | FAMP7,4 | FR74 FRP7,4 F17,4 FTP7,4 | FSAP7,4
40 16,2 39,0 19.4 33,2 43,4 32,9 0,0

. 30 76,7 89,6 81,2 88,8 92,3 90,1 73,1
20 86,7 993 93,7 96,6 99,5 97,9 94,4

4 85,8 95,1 90,6 96,1 98,5 96,9 94,9

40 6,7 20,3 13,2 19,2 21,5 13,9 0,0

5 30 75.6 88,3 73,3 81,3 91,6 84,7 61,0
20 86,9 98,0 94,5 95,9 100,6 97,5 925

4 86,2 97,2 91,9 96,0 100,3 97,8 92,4

40 2,6 11,2 9,5 8,8 9.0 4.1 0,0

A 30 65,2 80,8 66,5 67,1 893 734 32,7
20 88,0 95,5 88,8 91,3 98,1 93.6 82,7

4 86,9 96,8 96,8 97,8 100,4 98,1 92,2

40 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

o 30 53,5 63,3 56,7 52,7 80,9 53,9 10,8
20 80,5 96,2 91,3 91,4 99,9 96,6 773

4 82,0 94,1 94,3 95,4 102,5 99,7 94,9

40 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

. 30 33.6 46,0 51,8 38,7 69,4 412 2.4
20 72,6 90,8 84.8 84,6 94,0 87,3 64,4

4 74,6 78,5 92,4 90,8 98,1 94,9 87,7

Tab. 8-16: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der
verschiedenen, fliissig eingelagerten Rezepturen von G-CSF mit pH 7,4

Zeit [W] °C GAM7,4 | GAMP74 GR7,4 GRP7,4 GT7,4 GTP7,4 | GSAP7.,4
n. GT 1 79,2 91,5 93,0 94,4 98,6 96,8 93,0
n. GT 2 81,7 88,4 95,9 94,6 95,0 95,6 93,9
2 50 71,7 87,2 92,1 91,4 96,1 93,6 92,5
40 81,1 88,4 92,4 93,0 95,7 93,6 91,9
50 76,4 83,5 90,8 90,8 95,8 94,0 91,3
4 40 77,5 85,2 92,9 93,5 95,2 95,2 89,3
20 81,8 86,5 91,5 94,4 98,0 97,9 93,4
4 75,9 88,0 93,0 94,1 97,0 97,2 95,4
50 74,2 77,6 91,2 89,1 93,2 91,6 90,1
3 40 74,3 84,2 92,8 89,4 98,5 93,6 91,5
20 82,2 89,4 95,0 97,3 98,1 98,3 97,1
4 82,4 88,8 93,7 96,1 98,6 98,2 94,4
50 68,0 69,5 81,8 78,7 87,1 84,7 79,4
12 40 69,4 78,9 83,9 84,0 87,8 83,2 83,0
20 73,8 83,2 87,1 87,5 89,4 89,3 87,5
4 n.b. 67,5 78,3 79,6 81,8 84,0 83,5

Tab. 8-17: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der
verschiedenen, gefriergetrockneten eingelagerten Rezepturen von G-CSF mit pH 7,4
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Zeit [W] °C VAM7,4 | VAMP74 VR7,4 VRP7,4 VT7,4 VTP74 VSAP7,4
n. VT 1 75,0 87,3 92,0 92,1 93,9 94,0 92,3
n. VT 2 82,4 87,9 91,4 92,6 92,2 93,3 92,1
> 50 77,0 79,7 78,7 90,2 55,8 90,7 88,7
40 81,7 82,3 88,1 90,7 74,2 92,0 91,4
50 72,7 78,8 76,1 90,1 50,5 90,6 90,4
4 40 77,6 82,8 87,5 91,5 66,5 92,7 89,8
20 81,3 90,9 96,8 96,3 101,1 95,2 94,5
4 78,4 93,0 96,9 97,7 101,3 95,0 92,2
50 73,9 78,5 65,7 89,5 44,9 89,3 90,4
g 40 79,2 85,3 89,9 91,8 59,3 92,2 91,4
20 82,7 89,4 93,4 95,4 91,7 94,9 93,3
4 80,0 88,1 92,0 93,0 91,6 96,5 91,6
50 69,7 68,9 58,8 79,0 42,2 83,2 82,2
12 40 76,0 72,9 79,4 82,2 54,0 85,7 82,5
20 75,6 78,1 84,7 85,3 88,8 85,5 83,9
4 77,0 81,4 85,9 84,2 88,3 86,0 85,7

Tab. 8-18: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der
verschiedenen, vakuumgetrockneten eingelagerten Rezepturen von G-CSF mit pH 7,4

Zeit [W]] °C| FAM4 | FAMP4 FR4 FRP4 FT4 FTP4 FSAP4
40 81,6 92,8 48,4 66,4 93,5 91,8
1 30 93,7 93,6 86,8 86,6 94,8 95,5
20 94,5 99,4 95,5 95,2 93,6 99,3 96,7
4 92,9 95,9 92,4 93,6 92,9 95,3 95,3
40 76,4 93,5 9,8 42,0 43,7 92,7 92,7
5 30 92,1 96,1 87,6 87,0 86,5 94,2 95,7
20 93,7 97,0 92,3 90,8 89,3 97,0 97,5
4 94,7 97,2 91,4 90,6 87,2 95,9 98,8
40 63,1 86,1 0,0 0,0 19,4 82,4 83,6
4 30 86,9 91,6 78,5 79,2 80,9 92,2 93,9
20 92,2 95,8 86,7 87,2 86,3 95,0 99,1
4 92,0 94,9 88,1 87,1 84,1 94,9 98,2
40 31,1 73,8 0,0 0,0 8,1 65,6 69,9
g 30 82,4 88,3 73,3 70,8 78,3 87,3 91,2
20 81,5 88,2 80,7 83,2 80,5 89,8 96,4
4 83,9 91,3 87,2 85,2 83,1 91,9 96,4
40 23,2 61,9 0,0 0,0 3,8 39,2 60,3
12 30 72,8 81,4 63,7 60,0 72,2 83,3 89,3
20 80,5 88,6 79,1 79,8 79,2 85,5 92,9
4 81,2 88,0 82,5 82,8 79,5 89,3 96,2

Tab. 8-19: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der
verschiedenen, fliissig eingelagerten Rezepturen von G-CSF mit pH 4

Dieses Buch ist erhiltlich im Verlag Dr. Hut, Miinchen, www.dr.hut-verlag.de (ISBN 3-89963-027-0)



178 8. ANLAGEN
Zeit [W]] °C] GAM4 | GAMP4 GR4 GRP4 GT4 GTP4 GSAP4
n. GT 1 87,5 92,9 88,6 85,5 84,7 92,2 92,4
n. GT 2 86,2 91,9 86,3 87,6 87,3 96,0 95,7
5 50 85,2 91,2 85,0 85,9 86,4 93,7 95,8
40 87,2 90,9 87,9 85,7 85,9 91,9 94,9
50 80,1 85,4 76,6 79,7 79,4 89,2 94,1
4 40 83,3 88,5 78,2 79,4 78,0 87,7 94,0
20 84,1 91,1 80,8 79,6 82,1 89,8 94,8
4 83,2 91,0 79,0 74,1 78,4 90,4 94,7
50 78,5 81,5 75,7 72,4 75,5 85,1 87,8
] 40 77,2 84,4 75,7 75,6 75,9 82,2 96,2
20 79,3 87,7 76,8 77,3 75,9 85,7 92,6
4 81,9 87,9 77,1 73,8 74,2 84,7 92,9
50 68,9 68,0 71,1 66,0 70,8 77,9 71,7
12 40 73,8 78,6 71,1 69,9 70,2 79,4 85,4
20 74,5 81,2 73,4 71,7 72,1 79,1 86,3
4 71,8 78,9 70,9 69,3 69,8 78,3 87,0

Tab. 8-20: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der

verschiedenen, gefriergetrocknet eingelagerten Rezepturen von G-CSF mit pH 4

Zeit[W]]| °C|] VAM4 | VAMP4 VR4 VRP4 VT4 VTP4 VSAP4
n. VT 1 85,5 89,2 79,5 86,2 86,0 93,8 94,1
n. VT 2 86,8 90,8 78,0 85,9 80,0 94,5 93,1
’ 50 87,0 83,2 66,0 76,6 52,4 89,2 91,4
40 85,5 85,1 73,6 76,0 65,5 86,5 90,8
50 82,5 79,3 54,5 71,6 77,7 80,7 85,6
4 40 84,6 86,7 69,1 79,1 75,6 87,6 92,8
20 87,0 89,9 74,2 81,3 83,6 89,5 96,4
4 88,8 92,9 79,7 84,5 80,8 91,3 96,8
50 77,5 79,2 47,3 69,9 63,1 81,9 82,7
g 40 83,3 85,3 61,3 74,6 52,6 83,0 91,8
20 84,7 89,1 72,0 77,7 70,0 85,8 96,1
4 n.b. 85,0 71,3 75,0 79,2 79,4 95,8
50 73,0 70,4 41,3 56,5 63,0 74,5 68,5
12 40 75,5 75,6 52,4 68,1 56,6 75,9 82,5
20 81,1 84,6 70,6 72,9 65,9 81,0 89,9
4 77,2 79,3 66,5 68,0 69,8 77,5 85,6

Tab. 8-21: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der

verschiedenen, vakuumgetrocknet eingelagerten Rezepturen von G-CSF mit pH 4
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Zeit [W]] °C]| FAM-EPO | FAMP-EPO | FR-EPO FRP-EPO FT-EPO FTP-EPO | FSAP-EPO
40 77,6 84,6 73,7 34,1 74,1 91,7 91,1

| 30 84,6 89,3 80,3 86,5 82,2 92.4 93,7
20 85,6 39,2 83,0 36,9 87,9 93,9 93,9

4 36,8 90,1 83,8 89,7 89,6 95,3 91,8

40 78,4 77,0 72,5 81,3 68,6 90,8 36,3

5 30 37,4 91,7 79.4 36,3 82,5 94,0 943
20 86,7 90,1 83,2 87,6 88.8 93,8 94,8

4 88,8 93,3 88,1 90,8 90,9 95,3 96,9

40 68,5 58,7 66,1 71,0 55.8 79,2 78.6

A 30 86,0 38,2 78,9 38,2 80,3 97,2 92,5
20 89,2 942 852 39,8 88,7 97.8 94,7

4 93,0 97.1 91,0 94,8 94 4 99,0 97,5

40 70,1 45,9 67,1 74,5 44,1 69,0 54.3

< 30 86,2 86,4 78,6 83,6 75.4 88.8 83,7
20 87,5 39,8 5.9 37,9 6,3 93,0 91,5

4 92,4 95,1 87.8 94,8 91,1 100,9 99,1

40 57.1 37,3 64,2 59,3 37.0 34,0 33,0

n |30 78,1 772 732 76,1 66,9 78,9 71,1
20 81,5 31,9 78,9 82,7 80,1 88,7 35,4

1 79,8 84,0 83,8 89,6 92.8 94,9 95,1

Tab. 8-22: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der
verschiedenen, fliissig eingelagerten Rezepturen von EPO

Zeit [W]] °C]| GAM-EPO | GAMP-EPO | GR-EPO GRP-EPO GT-EPO GTIP-EPO | GSAP-EPO
n. GT | 89,1 90,8 82,1 82,1 87.3 87,7 91,5
n. GT 2 87,5 39,5 83,1 82,2 88,8 88,5 91,8
5 50 83,5 76,6 87,9 38,2 89,2 40,6 62,5
20 84,2 77,1 83,0 43,6 87,0 2,7 51,4

50 83,7 76,9 84,6 27.2 88,4 22.3 80,0

A 40 83,0 68,7 84.6 41,1 90,5 41,8 61,6
20 84,0 36,7 84,4 67,7 91,3 74,5 39,2

4 84,9 88,3 85,2 77.8 90,2 86,3 93,4

50 83,9 79,5 83,5 14,0 85,8 23,5 77,5

N 40 85,7 70,7 843 11,4 89,2 23,9 38.4

20 82,8 83,8 83,6 66,6 88,5 68,3 79,0

4 83,7 87.1 84,5 78,5 88,1 86,1 88,7

50 76,4 74.6 75,0 12,8 80,2 27.8 72.8
40 76,5 66,4 76,7 9.7 83,4 21,4 34,9
20 76,2 74,8 76,0 53,0 82,6 473 60,4

4 76,5 30,9 77,7 71,5 81,4 72,3 81,0

Tab. 8-23 SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der

verschiedenen, gefriergetrocknet eingelagerten Rezepturen von EPO
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Zeit[W]| °C] VAM-EPO | VAMP-EPO VR-EPO VRP-EPO VT-EPO VTP-EPO VSAP-EPO
n VT 1 87,1 90,5 82,2 86,7 90,1 91,4 91,6
n. VT 2 89,1 90,8 83,5 87,6 88,3 93,7 93,1
) 50 85,0 87,5 76,5 0,0 70,4 87,7 89,2
40 84,0 88,0 83,7 83,6 69,6 89,8 90,5
50 87,0 87,0 80,1 99,3 72,4 91,2 91,0
4 40 85,6 87,5 81,6 87,0 74,8 92,4 93,1
20 88,0 38,8 89,5 83,6 85,4 91,3 93,2
4 86,5 90,2 89,5 38,8 92,0 95,1 96,1
50 85.8 37.8 n.b. 0,0 68,5 932 82,9
g 40 86,5 38,8 79,7 35,7 71,3 0,0 91,7
20 85,9 86,8 85,1 83,6 83,8 89,0 91,9
4 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 92,0
50 78,1 77.9 80,4 30,5 60,2 82,4 70,2
12 40 78,2 80,0 74,3 79,1 62,6 82,3 81,2
20 77,6 80,0 71,7 72,4 74,8 n.b. 81,7
4 74,9 78,3 78,5 78,7 79,9 81,2 83,5

Tab. 8-24: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der
verschiedenen, vakuumgetrocknet eingelagerten Rezepturen von EPO

Zeit [W]] °C FCD4 FCDP4 FCD7,4 FCDP7,4 | FCD-EPO | FCDP-EPO
40 99,4 98,6 26,5 27,0 96,6 92,9

’ 30 99,3 98,4 93,5 89,8 96,2 95,2
20 100,0 98,2 104,1 99,3 97,2 95,3

4 101,0 98,1 101,9 99,8 97,3 96,4

40 100,9 97,3 15,8 15,1 94,1 94,2

3 30 99,4 97,2 90,9 86,2 95,9 96,1
20 100,3 100,2 101,1 99,5 97,2 95,9

4 104,7 99,3 102,3 100,7 97,7 95,0

40 101,1 99,9 9,8 8,4 95,9 95,0

4 30 101,0 96,7 90,0 80,4 98,6 97,6
20 101,9 100,8 103,7 101,3 100,9 101,7

4 102,7 100,8 104,1 101,6 101,5 100,1

40 101,0 96,0 5,3 4,6 92,4 88,0

6 30 98,8 100,4 80,2 73,7 98,2 96,6
20 102,2 101,1 97,8 97,1 98,5 97,3

4 101,9 100,0 100,2 100,2 97,3 96,5

40 84,5 78,2 0,0 0,0 79,2 75,1

12 30 90,6 83,9 66,2 47,5 86,6 86,3
20 93,8 87,9 89,2 86,7 90,9 88,9

4 87,0 84,3 94,0 90,2 90,1 89,0

Tab. 8-25: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der

verschiedenen, fliissig eingelagerten HP-B3-cyclodextrin-Rezepturen

Zeit [W]| °C GCD4 GCDP4 GCD7,4 GCDP74 | GCD-EPO | GCDP-EPO
n. GT 1 96,1 97,0 95,6 95,3 98,0 97,9
n. GT 2 95,3 95,3 95,9 95,0 98,8 98,1
50 97,7 93,8 94,8 97,1 95,1 93,1
2 40 96,1 96,8 96,4 97,4 94,3 92,5
4 96,5 96,2 99,0 99,2 94,7 95,0
50 94,6 93,5 91,2 93,2 94,7 93,8
6 40 95,6 95,3 94,7 94,2 93,9 94,6
4 93,6 96,1 96,0 97,0 97,0 93,5
50 79,0 80,7 84,4 89,1 88,1 86,2
12 40 81,8 81,7 85,7 87,9 89,2 89,7
4 82,7 83,8 89,9 90,1 92,3 90,0
Tab. 8-26: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der

verschiedenen, gefriergetrocknet eingelagerten HP-f3-cyclodextrin-Rezepturen
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Zeit [W]| °C VCD4 VCDP4 VCD7,4 VCDP7,4 | VCD-EPO | VCDP-EPO
n. VT 1 86,8 94,1 92,2 94,6 97,9 98,3
n. VT 2 94,7 95,1 94,5 94,5 98,3 95,6
50 97,0 95,3 94,3 98,4 98,3 91,3
2 40 96,6 96,2 97,0 100,3 94,2 93,5
4 95,2 96,4 96,5 95,7 95,1 90,0
50 96,8 90,6 96,2 95,9 94,7 94,7
6 40 97,7 94,4 95,8 97,3 94,9 95,9
4 97,5 95,2 98,3 96,7 98,9 94,2
50 83,2 81,6 82,3 90,0 88,1 87,6
12 40 84,6 81,6 86,8 89,6 89,4 87,8
4 79,6 81,1 87,9 91,6 88,1 87,4
Tab. 8-27: SEC-Daten zu den einzelnen Probezug-Zeitpunkten bei verschiedenen Lagertemperaturen der

verschiedenen, vakuumgetrocknet eingelagerten HP-f3-cyclodextrin-Rezepturen

Ubersicht iiber die visuellen Beobachtungen bei der Priifung auf sichtbare Partikel

Iwlawlaw|gwliow

FAM7,4

40 °C

30 °C

20 °C

4 °C

triib

FAMP7,4

40 °C

30 °C

20 °C

4 °C

triib

FR7,4

40 °C

30 °C

20 °C

4 °C

triib | triib

klar

klar

FRP7,4

40 °C

30 °C

20 °C

4 °C

triib | triib

klar

klar

FT7,4

40 °C

30 °C

20 °C

4 °C

triib | triib

klar

klar

FTP7,4

40 °C

30 °C

20 °C

4°C

triib | triib

klar

klar

FSAP7,4

40 °C | triib |

triib | triib

triib

triib

30 °C

20 °C

4 °C

klar

triib

triib

triib

klar

Tab. 8-28: Beobachtungen bei den fliissig gelagerten G-CSF-Rezepturen mit pH 7,4
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Iwlowlaw]swliow

40 °C
30 °C .
FAM4 20°C triib
4 °C
40 °C
30 °C .
FAMP4 20°C triib
4 °C
40 °C triib | triib | triib | triib | triib
30 °C
20 °C klar
4 °C
40 °C triib | triib | triib | triib | triib
30 °C triib | triib | triib
20 °C klar Wlar

4 °C
40 °C triib | triib | triib | triib | triib
30 °C
20 °C
4 °C
40 °C triib
FTP4 30°C klar
20 °C klar
4 °C
40 °C triib
30 °C
FSAP4 20°C klar Iar
4 °C
Tab. 8-29: Beobachtungen bei den fliissig gelagerten G-CSF-Rezepturen mit pH 4

FR4

FRP4

FT4

IWl2wlaw]g8w]i2w
FAM-EPO .
triib
FAMP-EPO | 0 o
FT-EPO 20°C klar
4°C
FTP-EPO
FSAP-EPO

Tab. 8-30: Beobachtungen bei den fliissig gelagerten EPO-Rezepturen

GT VT

G-CSF pH 7,4 G-CSF pH 4 EPO G-CSF pH 7,4 G-CSF pH 4 EPO
AM |triib triib triib triib triib triib
AMP|triib U gelb|triib triib U gelb]trib U gelb [triib triib
R [klar triib klar klar U gelb [triib klar
RP [klar U gelb]triib klar U gelb]klar U gelb [triib klar

50 + 40 °C .

T klar klar klar trilb 20 + 4 °C trilb klar
TP |klar U gelb|klar klar U gelb]klar klar klar
SAP [klar U gelb|klar klar U gelbklar klar U gelb|klar

Tab. 8-31: Beobachtungen bei den getrocknet gelagerten Proben von G-CSF mit pH 7,4 und pH 4
und von EPO
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°Cc 2w ]| 3w ] 4w 6 W 12 W
gelb gelb
40
opaleszent | opaleszent
gelb gelb
30 opaleszent | opaleszent
FCDP7,4 Klar P P
20 Klar gelb
opaleszent
4 Klar gelb
opaleszent
40 opaleszent
30 opaleszent
FCDP4 klar
20 opaleszent
4 opaleszent
gelb gelb
40
opaleszent | opaleszent
30 Klar (o] a?:;t;ent
FCDP-EPO Klar P
20 Klar gelb
opaleszent
4 Klar gelb
opaleszent
FCD7,4
40
30
FCD4 20 klar
4
FCD-EPO
. 40
alle gefrier-
30
und vakuum- klar
20
getrockneten 4

Tab. 8-32: Beobachtungen bei den gelagerten HP-B-cyclodextrin-Rezepturen von G-CSF mit pH 7,4 und
pH 4 und von EPO
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