Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultét fiir Chemie und Pharmagzie

der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Untersuchungen zur Stabilisierung
und Interaktion von Cetuximab mit

nicht-ionischen Tensiden

Katharina Melanie Ziegler
aus Offenbach a. M.

2013



Erkliarung

Diese Dissertation wurde im Sinne von § 7 der Promotionsordnung

vom 28. November 2011 von Herrn Prof. Dr. Wolfgang Friefs betreut.

Eidesstattliche Versicherung

Diese Dissertation wurde eigenstindig und ohne unerlaubte Hilfe erarbeitet.

Miinchen, 05.11.2013

Dissertation eingereicht am 05.11.2013
1. Gutachter: Prof. Dr. W. Frief

2. Gutachter: Prof. Dr. G. Winter
Miindliche Priifung am 17.12.2013

(Katharina Ziegler)



MEINEM VATER

Curiosity is the essence of the scientific mind.
Bill Watterson, Calvin and Hobbes






Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde unter Leitung von Prof. Dr. W. Friefs am Depart-
ment fiir Pharmazie der Ludwig-Maximilians-Universitidt in Miinchen in Koope-
ration mit der Abteilung CMC-Development / BPD der Firma Merck Serono,
Darmstadt, angefertigt.

Herrn Prof. Dr. Wolfgang Frieft méchte ich vor allem fiir die freundliche Aufnah-
me in den Arbeitskreis, seine fachliche Unterstiitzung, konstruktive Diskussionen
sowie fiir seine Geduld und Motivation danken. Ich habe wihrend der Arbeit sehr

viel - sowohl fachlich als auch personlich - gelernt.

Bei Herrn Prof. Dr. Winter bedanke ich mich herzlich fiir die Ubernahme des

Zweitgutachtens.

Weiterhin mochte ich mich fiir die Moglichkeit zur Promotion bei Merck Serono
bedanken. Mein Dank gilt vor allem meinem Betreuer Dr. Daniel Schwartz, sowie

Dr. Robert Schnepf fiir die Unterstiitzung wahrend der Promotion.

Meinen Kollegen aus BPD wiahrend meiner Promotionszeit mochte ich ganz be-
sonders danken fiir fachlichen Rat, gemeinsame Unternehmungen und die gute
Zusammenarbeit im Labor. Ganz besonders sind hier Matthias Winzer, Tim Hoff-
mann, Cora Ebinger, Stefanie Herold zu nennen, mit denen der Laboralltag sehr

viel Spafk gemacht hat.

Natiirlich méchte ich mich bei Annette Eppler, Marc Hugo, Simon Geissler, Tho-
mas Lange, Stefan Hindel, Cornelia Zumpe und Maria-Leonor Alvarenga fiir die
tolle gemeinsame Doktorandenzeit bedanken. Ich erinnere mich gerne an unsere
Zeit im gemeinsamen Biiro, diverse Diskussionen, Bastelstunden und berufliche
wie private Unternehmungen. Vor allem freue ich mich, dafs einige gute Freund-

schaften daraus entstanden sind.

Meinen Pharmaziepraktikanten Annika Beinlich, Katharina Stank und Kerstin
Hoger mochte ich fiir ihre tatkraftige Unterstiitzung bei praktischen Arbeiten fiir

meine Dissertation danken.

iv



Herrn Dr. Ansgar Wegener und Herrn Dr. Jorg Bomke aus der Abteilung MInter-
actions Biophysics mochte ich mich sehr fiir die Einfiihrung und Zurverfiigung-
stellung von BIACORE® und ITC danken. Ihr fachlicher Rat und ihre motivie-
rende Art machte die Arbeit in ihrem Labor auferordentlich interessant. Bei der
Abteilung MedChem méchte ich mich bei Herrn Dr. Dieter Dorsch, sowie dem
Labor von Herrn Dr. Jonczyck bedanken, die mich bei der Synthese von GlyPS80
fachlich unterstiitzten, sowie mir die Mittel zur Verfiigung stellten. Weiterhin
danke ich Herrn Dr. C. Saal und Herrn R. Waide aus der Abteilung ZDA fiir die
Erlaubnis zur Nutzung des FTIR-Spektrometers und die Einfiihrung in dessen

Bedienung.

Nicht zuletzt gilt mein Dank auch meinen Freunden und Kollegen, die mich in
der Zeit meiner Promotion tatkrédftig unterstiitzt haben. Vor allem gilt mein
Dank Matthias und Ina Neudorfl und meinem Vater fiirs Korrekturlesen und
allen anderen fiir ihren Rat, ihren Beistand, Siikigkeiten, Kaffee und alles andere
was mich in dieser Zeit iiber Wasser gehalten hat. Meinem Freund Christian
Fenzl mochte ich ganz besonders fiir die Hilfe beim Kampf mit der Formatierung
danken, zum anderen fiir seine Geduld, seine Motivation in den Tiefs und einfach

dafiir, dass es ihn an meiner Seite gibt.

Ganz besonders gebiihrt mein Dank natiirlich meiner Familie, meinem Vater Jo-
hannes und meiner Schwester Anna Ziegler, dafiir dass sie immer fiir mich da sind,
wenn ich sie brauche und fiir alle Unterstiitzung die sie mir nicht nur wihrend

meiner Promotionszeit gegeben haben und immer geben werden.



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1
1.1 Definition und Eigenschaften von Tensiden . . ... ... ... ...
1.2 Pharmazeutischer Einsatz von Tensiden in parenteralen Formulie-
FUNGEIL . . .ot v vttt et e e e e e e e e e 2
1.3 Stabilisierung von parenteralen Proteinformulierungen durch Tenside 6

1.3.1 Konkurrenz zwischen Proteinen und Tensiden um Grenz-

flichen . . . . . . . . . 7
1.3.2  Direkte Tensid - Protein Interaktionen . .. ... ... ... 10
1.4 Tenside als Stabilisatoren in hochkonzentrierten Antikoérperformu-
lierungen . . . . . .. L 12
1.5 Destabilisierung von Proteinen durch Tenside . . . . . ... ... .. 14
2 Zielsetzung 17
3 Material und Methoden 19
3.1 Material . . . .. 19
3.1.1 Material, Hilfsstoffe, Reagenzien . . ... ... ... ..... 19
3.1.2 Modellproteine . . . . ... ... .. 22
3.1.2.1 Cetuximab - Erbitux® . . ... ... ... ..... 22
3.1.2.2  Bovines Serum Albumin (BSA) ... ... ... .. 23
3.2 Methoden . . . ... .. . ... 24
3.2.1 Probenherstellung . . . ... ... ... ... oL 24
3.2.1.1 Tangentialflussfiltration . . . .. .. ... ... ... 24
3.2.1.2  AKTAcrossflow™ . .. .. ... ... ... .. .... 25
3.2.1.3 Probenherstellung und Probenabfiillung . . . . . . 25
3.2.1.4 Lyophilisation. . . . ... ... ... . .. 26
3.2.1.5  Funktionalisierung von Polysorbat 80 . ... ... 27
3.2.2  Stressmethoden . . .. ... ... oL 27

vi



Inhaltsverzeichnis

3.2.2.1 Schiittelstress . . . . ... ... ... 27
3.2.2.2 Temperaturstress . . . . . .. ... ... ... ... 28
3223 UV-Stress . . . ... o i 28
3.2.3 Analytische Methoden . . . . ... ... ... ... ....... 28
3.2.3.1  Grobenausschlusschromatografie (SEC) . .. . .. 28
3.2.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes . . ... ... .. 29
3.2.3.3 Lichtblockademessungen . . ... .......... 29
3.2.3.4 Dynamische Lichtstreuung (DLS) . . . .. ... .. 29
3.2.3.5 Visuelle Kontrolle . .. ... ............. 30
3.2.3.6 Tribungsmessung . ... ............... 30
3.23.7 SDS-PAGE .. ... .. ... ... ... 30

3.2.3.8  Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie (RP-HPLC) . . ... ... .. ... .... 31

3.2.3.9  Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie-Massenspektrometrie (RP-HPLC/MS) . . 31
3.2.3.10 Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) 32

3.2.3.11 puDifferential Scanning Calorimetrie (uDSC) ... 32

3.2.3.12 nDifferential Scanning Calorimetrie (nDSC). . .. 33

3.2.3.13 Bestimmung der Peroxidzahl . . . . ... ... ... 33

3.2.3.14 Isothereme Titrationskalorimetrie (ITC) . . . . .. 33

3.2.3.15 Oberflichen-Plasmon-Resonanz (SPR) . . . . . .. 34

3.2.3.16 Ultraschall Resonator Technologie (URT) . . . . . 35

3.2.3.17 Rheometrie . . ... ... ... ... ... ... 35

3.2.3.18 Oberflichenspannungsmessungen . . ... ... .. 35

4 Ergebnisse und Diskussion 36

4.1 Machbarkeitsstudie: Aufkonzentrierung von Cetuximab . . . . . .. 36

4.1.1  Aufkonzentrierung von Cetuximab mittels Ultrafiltration . 37
4.1.1.1  Optimierung des TFF Prozesses mit Hilfe der AKTA-

crossflow” . . . ... 37

4.1.1.2  Optimierung der TTF-Bedingungen fiir Cetuxi-

mab mit Hilfe der AKTAcrossflow™ . . . ... ... 39
4.1.1.3  Vergleichender Filtrationstest auf Millipore Lab-
Scale"-Anlage und AKTAcrossflow™ .. ... ... 43

vil



Inhaltsverzeichnis

4.2

4.1.1.4  FEinfluss von pH und NaCl Konzentration auf den
TFF-Prozess . ... .. ... ... . ......... 48
4.1.1.5  Evaluierung der maximalen erreichbaren Aufkon-
zentrierung von Cetuximab mittels TFF . . . . . . 51
4.1.2  Aufkonzentrierung von Cetuximab mittels Lyophilisation . 55
4.1.2.1 Ermittlung der optimalen Saccharosekonzentrati-
on fiir die Gefriertrocknung . . . . . . ... ... .. 26
4.1.2.2  Lyophilisation und anschlieftende Rekonstitution
mit weniger Fliissigkeit . . . ... ... ... .... 63
4.1.3  Aufkonzentrierung durch partielle Lyophilisation . ... .. 66
4.1.3.1 Bestimmung der Sublimationsrate von Wasser aus
Lyoguard® Containern . . ... ........... 68
4.1.3.2  Aufkonzentrierung von Cetuximab in Lyoguard®
Containern . . . ... ... ... . . ... ... ... 69
4.1.4  Vergleich der drei untersuchten Aufkonzentrierungsmethoden 73
Einfluss von Tensiden auf die Stabilitdt von Cetuximab . . . . . .. 7
4.2.1 Stressstudien . . . .. ... L 7
4.2.1.1 Finfluss von Cetuximab- und Tensidkonzentrati-
on auf die Proteinstabilitiat wihrend Agitation . . 78
4.2.1.2  Einfluss der Antikorper- und der Polysorbatkon-
zentration auf die Stabilitdt wahrend Lagerung
bei erhohter Temperatur . . .. ... ........ 90
4.2.1.3  Untersuchung des Effektes unterschiedlicher Poly-
sorbatqualititen auf die Lagerstabilitit des Anti-

koérpers bei erhohten Temperaturen . . . . . . . .. 99
4.2.1.4 Zusammenfassende Diskussion . . . . .. ... ... 104
4.2.2 Interaktionsstudien . . ... ... ... ... ... ... 106
4.2.2.1 CMC-Bestimmung von Polysorbat 80 in Cetuxi-
mabformulierungen . . ... ... o0 L 106
4.2.2.2  Isotherme Titrations Calorimetrie (ITC) zur Un-
tersuchung von Protein-Tensid Interaktionen . . . 109

4.2.2.3  Oberflichenplasmonresonanz (SPR) als Tool fiir
die Interaktionsdetektion zwischen Proteinen und
Tensiden . . . . . . . . . . 116

viil



Inhaltsverzeichnis

4.2.2.4
5 Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

Zusammenfassende Diskussion

X



Abkiirzungsverzeichnis

BSA
CMC
DAD
DCC
DCH
DMAP
DSC
DSC
DTT
EDC
EGF
EGFR
eq

Fab

Fe
Fmoc
FTIR
GCSF
Gly
HEPES
HPLC
i.m.

1.v.

Bovines Serumalbumin

kritische Mizellbildungskonzentration
Dioden-Array-Detektion
Dicyclohexylcarbodiimid
Dicyclohexylharnstoff
4-N,N-Dimethylaminopyridin

Differential Scanning Calorimetrie
Differential Scanning Calorimetry
1,4-Dithiotreitol
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor
Equivalent

Fragment antigen binding

Fragment crystallisable
Fluorenylmethoxycarbonyl
Fourier-Transform-Infrarotspektrometrie
Granulocyten Colony Stimulating Factor
Glycin

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
intramuskulér

intravenos



Abkiirzungsverzeichnis

IgG

IL

ITC
Mab
MGDF
MHS15
MS

NHS
NMR
OPG-Fc
PBS
PEG
PES

Ph. Eur.
pl
PO188
POE
POP

PS
PVDF
r.h.
rhGH
rhuMab
RP-HPLC
RU

s.C.
SDS-PAGE
SEC

Immunglobulin G

Interleukin

Isotherme Titrations Kalorimetrie

Monoklonaler Antikorper

Megakaryocyten Growth and Development Factor
Macrogolhydroxystearat

Massenspektrometrie

N-Hydroxysuccinimid
Kernspinresonanzspektroskopie

Osteoprotegerin

Phosphatpuffer

Polyethylenglycol

Polyethersulfon

Européisches Arzneibuch

Isoelektrischer Punkt

Poloxamer 188

Polyoxyethylen

Polyoxypropylen

Polysorbat

Polyvinylidenfluorid

relative Feuchte (relative humidity)

recombinant human Growth Hormone
rekombinanter humaner monoklonaler Antikorper
Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Resonance Unit

subcutan
Na-Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Grofkenausschlusschromatographie

x1



Abkiirzungsverzeichnis

SPR
TFA
TFF

T™MP
Tris
URT
Uv
WFI

Oberflacheplasmonresonanzspektroskopie
Trifluoressigsaure
Tangentialflussfiltration
Glasiibergangstemperatur
Transmembrandruck

Triethanolamin

Ultraschall Resonator Technologie
ultraviolett

Wasser fiir Injektionszwecke

xii



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Definition und Eigenschaften von Tensiden

Tenside sind amphiphile, grenzflaichenaktive Molekiile, die an Grenzflichen ad-
sorbieren und die Grenzflichenspannung beeinflussen kénnen. Die Bezeichnung
Tensid (lat: tensio = Spannung) wurde 1964 durch E. Gotte vorgeschlagen [Fabry,
1991]. Allen Tensiden ist ihr amphiphiler Charakter mit einem hydrophilen Teil,
meist eine ionische oder stark polare Gruppe, und einem hydrophoben Teil, z.B.
ein aliphatischer Kohlenwasserstoff, gemein. Die Klassifizierung erfolgt anhand
ihrer hydrophilen Gruppe in kationisch, anionisch, nicht-ionisch und amphoter.
In Losung erfahren Tensidmolekiile aufgrund ihrer Bipolaritdt suboptimale Lo-
sungsbedingungen da ein Part des Molekiils im entsprechenden Medium weniger
16slich ist als der andere. Aufgrund dieser Eigenschaft orientieren sich Tenside in
Wasser vornehmlich an Grenzflichen, so dass der Kontakt des hydrophoben Mo-
lekiilteils mit Wasser minimiert ist [Randolph und Jones, 2002|. Die Triebkraft
fiir die Oberflichenadsorption ist der hydrophobe Effekt. Beim Zusammentreffen
von hydrophoben Medien und Wasser wird generell angenommen, dass sich die
Wassermolekiile bei Raumtemperatur in einer kifigartigen Struktur an der hy-
drophoben Struktur anordnen und damit die Losungsentropie des Systems ver-
ringert wird. Um diese wiederum zu erhohen, tendieren die Wassermolekiile eher
dazu, untereinander Wasserstoffbriicken auszubilden, als dass sich solche Struk-
turen um den hydrophoben Molekiilteil des Tensids ausbilden. Ahnlich wie bei
der Adsorption ist auch die Bildung von Mizellen und damit die Abschirmung des
hydrophoben Teils des Tensids vom Wasser eine Folge des hydrophoben Effektes
[Southall et al., 2001; Kerwin, 2008|. Tensidmolekiile, angereichert an Grenzfla-

chen und in mizellaren Strukturen, stehen im Gleichgewicht mit monomolekular
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gelosten Teilchen. Aufgrund dieses dynamischen Prozesses verandern sich Gréfse
und Form solch mizellarer Systeme stindig. Eine Reihe von Faktoren hat hier-
bei Einfluss auf Grofke, Form, Dispersitdt und Assoziationsgrad des kolloidalen
Systems [Malmsten, 2002]:

e Chemische Struktur des Tensids (Kopfgruppe, apolarer Rest)
e Polaritidt des Dispergiermittels ("normal" vs. "inverse" Mizellen)

Konzentration

Elektrolytkonzentration

Temperatur
e pH
e Anwesenheit von Kosoluten

Nicht jedes Tensid ist geeignet, in pharmazeutischen Produkten eingesetzt zu
werden. Oben genannte Punkte, sowie eine geringe Toxizitat sind bei der Auswahl

des Tensids zu beachten.

1.2 Pharmazeutischer Einsatz von Tensiden in parenteralen

Formulierungen

In Parenteralia werden Tenside als Netzmittel, Losungsvermittler, Emulgatoren
oder zur Proteinstabilisierung eingesetzt. Tenside sind dafiir bekannt, dass sie
lokal Haut-, Schleimhaut- und Augenirritationen verursachen kénnen [Effendy
und Maibach, 1995|. Die Schwierigkeiten der parenteralen Anwendung von Ten-
siden liegen in ihrer Unvertriglichkeit mit Zellmembranen. In-vitro beobachtet
man z.B. tensidkonzentrationsabhiingige Anderungen der Ionenpermeabilitit der
Erythrozytenmembran bis hin zum Auftreten von Membranporen |Bauer, 1997|.
Die Erhéhung der Membranpermeabilitit und Desintegrierung von Membran-
bestandteilen bewirkt die Lyse der Membran, was im Blut zur Zerstérung der
Erythrozyten, der Himolyse fiihrt [Jelinek, 2001|. Pharmazeutisch verwendbare

Tenside diirfen hamolytische Eigenschaften nicht oder nur in sehr geringem Mafe
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aufweisen. Aus diesem Grund stehen fiir parenterale Formulierungen nur weni-
ge zugelassene amphiphile Substanzen zur Verfiigung. Es werden aufgrund ihrer
geringen Toxizitat und geringen Empfindlichkeit gegen Elektrolyte hauptséchlich
nicht-ionische Tenside verwendet [Lee et al., 2011; Bauer, 1997; Kerwin, 2008|. Die
Anwendung von Tensiden zur parenteralen Applikation ist auf wenige Vertreter
beschriinkt: Polysorbat 20 und 80 (Tweens®), Poloxamer 188 (=Lutrol® F68),
Lecithin, Macrogolglycerolricinoleat (Cremophor® EL), Macrogolhydroxystearat
(Solutol® HS15) und in einem Fall auch Natriumdodecylsulfat (SDS) [Bauer,
1997; Wiggenhorn et al., 2010]. Macrogolglycerolricinoleat und Macrogolhydro-
xystearat sind fiir eine sehr geringe hamolytische Aktivitdt bekannt. Sie werden
jedoch auch als Ausloser fiir anaphylaktische Reaktionen angesehen [Reinhart und
Bauer, 1995; van Zuylen et al., 2001]. Phospholipide werden meist aus Soja oder
Ei gewonnen. Typische Vertreter sind Lecithin, Phosphatidylcholin, Phosphati-
dylglycerol. Man verwendet sie zur Herstellung parenteral applizierbarer Emul-
sionen z.B. in der parenteralen Erndhrung, sowie zur Herstellung liposomaler
Zubereitungen [Strickley, 2004].

Tabelle 1.1 zeigt exemplarische, parenteral applizierbare Handelsprodukte, in wel-

chen die genannten Tenside eingesetzt werden.

Tabelle 1.1: Beispiele zu Handelsprodukten mit Tensiden in der parenteralen Verwen-
dung (Rote Liste®).

Tensid Handelsname Wirkstoff
Fasturtec® Rasburicase
Ovitrelle® hCG alfa
Poloxamer 188 ] )
Gonal-f® Follitropin alfa
Norditropin®  Somatropin
Herceptin® Trastuzumab
Apidra® Insulin glulisin
Polysorbat 20 . )
Lantus® Insulin Glargin
Neulasta® Pegfilgrastim
Erbitux® Cetuximab
Actilyse® Alteplase
Polysorbat 80
Advate® Octocog alfa
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Tensid Handelsname Wirkstoff
Aranesp® Darbepoetin alfa
Taxomedac®  Paclitaxel
Trinitrosan® Glyceroltrinitrat
Macrogol-40-glycerolricinoleat Bendatax® Paclitaxel
Sandimmun®  Ciclosporin
Prograf® Tacrolimus
Macrogol-15-hydroxystearat Sedalam® Lormetazepam
Na-Dodecylsulfat Proleukin® S Aldesleukin
AmBisome® Amphotericin B
Phospholipide / Lecithin Lipofundin® Sojaél
Caelyx® Doxorubicin

Im Rahmen der Dissertation verwendete Produkte:

e Polysorbat 80 (Tween® 80) (MW: 1013 Da) ist eines der am héufigs-
ten eingesetzten Tenside in parenteralen Arzneimitteln. Das nicht-ionische
Tensid ist ein heterogenes Gemisch aus verschiedenen Fettsdureestern des
Polyoxyethylen-Sorbitans (Abb. 1.1). Es enthélt einen Anteil von >58 %

Monooleat in der Fettsaurefraktion.

HO(CH,CH,0)W (OCH,CH,)*OH

0" CH(OCH,CH,)'OH
| i
CH,0(CH,CH,0)%CH,CH,-0-C-CH, (CH,) ;CH,CH=CHCH, (CH,) ;CH,

Abbildung 1.1: Struktur von Polysorbat 80 (Polyoxyethylen-Sorbitan-Monooleat);
hierbei ist (w4x+y+z) 20 [Kerwin, 2008].

e Poloxamer 188 (Lutrol® F68) ist ein synthetisches, nicht-ionisches Tri-
Block-Copolymer aus Polyoxyethylen- (POE) und Polyoxypropylen-Einhei-
ten (POP) (MW: 7680 - 9510 Da) (Abb. 1.2). Alle Polyoxamere besitzen
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diese Grundstruktur und unterscheiden sich nur in der Anzahl der hydro-
philen und hydrophoben Polyoxyalkyl-Einheiten: Poloxamer 188 enthalt 80
POE- (a) und 27 POP-Einheiten (b) [Mao et al., 2004].

HaC
O O}
HO o) H
a b a

Abbildung 1.2: Struktur von Poloxamer 188 (a) Polyoxyethylen-Einheit (b)
Polyoxypropylen-Einheit [Mao et al., 2004].

e Macrogol-15-hydroxystearat (Solutol® HS 15), ein wasserldsliches, nicht-
ionisches Gemisch aus Polyoxyethylenglycol-Mono- und -Diestern der 12-
Hydroxystearinsdure und freiem Polyethylenglycol (PEG) (MW: 960 g/mol)
(Abb. 1.3), wird hauptsichlich zur Solubilisierung schwer 16slicher Wirk-
stoffe und Vitamine in parenteralen Formulierungen eingesetzt [Strickley,
2004].

(A) o
H/{O\/%%/U\/\/\/\/\/Y\/\/\CM
OH

(B) 2
y {OWO )J\/\/\/\/\/\(\/\/\cm
15 0 0
Hao\/\/\/\/\/\/\/\j

Abbildung 1.3: Struktur von Macrogol-15-hydroxystearat: (A)Polyoxyethylenglycol-
15-Monohydroxystearat; (B) Polyoxyethylenglycol-Di-12-Hydroxystearat [Murgia et al.,
2013].
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1.3 Stabilisierung von parenteralen Proteinformulierungen
durch Tenside

Derzeit sind in Deutschland mehr als 150 gentechnisch hergestellte Arzneimittel
zugelassen. Sie machen ca. 16 % des Arzneimittelumsatzes in Deutschland aus.
Wichtige Indikationen fiir Biopharmazeutika sind beispielsweise Diabetes, Au-
toimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose und rheumatoide Arthritis, Krebser-
krankungen, bestimmte Stoffwechsel- und Gerinnungsstorungen sowie Schutzimp-
fungen |[VfA e.v., 2012|. Eine Hauptproblematik in der Formulierung von Pro-
teinen ist ihre hohe Empfindlichkeit gegen unterschiedliche Stressbedingungen.
Wihrend nahezu aller Fill-Finish-Operationen, wie z.B. Filtration, Abfiillung,
Lyophilisation bis hin zur Applikation am Menschen erfahren Proteine mechani-
schen sowie thermischen Stress [Patro et al., 2002; Wang, 1999|. Dies konnen bei-
spielsweise Scherstress, Grenzflachenstress durch Agitation [Patapoff und Esue,
2009; Kiese et al., 2008|, Adsorption an Oberflichen wihrend der Abfiillung [Bee
et al., 2009; Tyagi et al., 2009|, sowie thermische Einfliisse wihrend der Lagerung
[Wang, 1999| sein. Proteinentfaltung an Oberflichen und -aggregation sind ein
nicht zu unterschitzender Risikofaktor in Bezug auf die Aktivitit und den Anteil
des wirksamen Proteins in der Formulierung. Die Entropie getriebene Interaktion
bzw. Adsorption an die Grenzfliche fiihrt zu strukturellen Anderungen der Pro-
teinstruktur. Proteindenaturierung und -aggregation erfolgen oft iiber Zwischen-
stufen von entfaltetem Protein. Dieser so genannte "molten globule state" ist be-
sonders anfillig fiir Protein-Protein-Interaktionen und Aggregation [Cleland und
Wang, 1990]. Weiterhin konnen gebildete Aggregate zu Immunreaktionen [Patten
und H., 2003; Schellekens und Casadevall, 2004] bis hin zum anaphylaktischen
Schock fiihren [Rosenberg, 2006|. Die Zugabe von Tensiden zur Proteinlésung ist,
neben der optimalen Einstellung von beispielsweise pH und Ionenstérke [Fatouros
et al., 1997, Wang et al., 2007; Callahan et al., 2001] eine bew#hrte Methode, um
Proteine in der Formulierung gegen Oberflichen- und Scherstress zu stabilisieren.
Insbesondere Polysorbat 80 und 20 (PS80, PS20) sind die Tenside der Wahl zur
Stabilisierung in der Proteinformulierung [Kerwin, 2008]. Wie Tenside Proteine
vor der Aggregation schiitzen, ist bis heute noch nicht vollkommen geklirt. Zwei

Hauptmechanismen der Stabilisierung stehen zur Diskussion |[Lee et al., 2011]:
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e Stabilisierung durch Konkurrenz um Grenzflichen und damit die Verhinde-
rung der Adsorption des Proteins an Grenzflichen wie Gas/Wasser, Was-
ser/Feststoff oder Wasser/Eis. (siche Kap. 1.3.1)

e Stabilisierung durch direkte Interaktion zwischen Protein und Tensid (siehe
Kap. 1.3.2)

1.3.1 Konkurrenz zwischen Proteinen und Tensiden um Grenzflichen

Adsorption des Wirkstoffes an Grenzflichen kann wihrend Produktion, Lage-
rung und Applikation eines Biopharmazeutikums auftreten. Hierdurch kann es
zur Entfaltung eines Proteins bis hin zur Bildung von Aggregaten kommen, wel-
che nicht selten immunogen wirken [Rosenberg, 2006]. Beim Kontakt mit hydro-
phoben Grenzflaichen entfalten sich Proteine partiell so, dass die hydrophoben
Areale mit der Oberflichen interagieren kénnen [Chang et al., 1996; Kiese et al.,
2008|]. Durch den Zusatz von Tensiden kann dieser Prozess verhindert werden,
da die Proteine durch das Tensid - abhdngig von dessen Bindungsstirke - von
der Oberfliche verdringt werden. Eine Desorption des Proteins kann stattfinden,
wenn das Tensid die hohere Affinitdt bzw. Bindungsstirke zur Oberfliche auf-
weist als das Protein |Lee et al., 2011]. Eine der wichtigsten Grenzflichen ist die
Luft-/Wassergrenzfliche [Maa und Hsu, 1997|. Durch Bewegung (z. B. Schiitteln)
andert sich diese stdndig. Adsorptions- und Desorptionsvorginge beginnen stets
von Neuem, was den Stress fiir das Protein erhéht. [Mahler et al., 2005; Eppler
et al., 2010; Kiese et al., 2008].

Oft wird der schiitzende Effekt eines Tensids gegeniiber agitationsinduzierter Pro-
teinaggregation der Absittigung von Grenzflichen mit Tensidmolekiilen zuge-
schrieben [Kreilgaard et al., 1998b], da diese, gegeniiber Proteinen, thermodyna-
misch bevorzugt an hydrophobe Grenzfléchen adsorbieren [Mahler et al., 2009b|.
Somit kann das Protein von dort verdrangt werden. Die Verdringung erfolgt laut
Gunning nach einem "orogenen" Mechanismus. Hierbei bilden sich Tensid-Nuclei
an der Grenzflache, welche weiter expandieren und so das Protein-Netzwerk an
der Oberfliche nach und nach zerstéren |Gunning et al., 2004]. Der maxima-
le Schutz des Proteins sollte also mit der CMC - und damit der Absittigung

der Grenzfliche mit Tensid - einhergehen, wie beispielsweise fiir rekombinantes
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human Growth Hormone (thGH) mit verschiedenen Tensiden, Poloxamer 188,
Macrogolmonostearylether (Brij®) und PS20 oberhalb der CMC beschrieben
wurde [Randolph und Jones, 2002; Katakam et al., 1995; Katakam und Ban-
ga, 1997|. Verschiedene Antikorper konnten durch PS80 gegen Schiittelstress und
auch Riihrstress geschiitzt werden, wobei man in geriihrten Proben dennoch einen
leichten Anstieg an subvisuellen Partikeln beobachtete [Mahler et al., 2005; Kiese
et al., 2008]. PS20 wurde zur Unterdriickung der Aggregation von humanem Fak-
tor XIIT und porcinem Wachstumshormon bei Agitationsstress nahe bzw. ober-
halb seiner CMC eingesetzt [Charman et al., 1993; Kreilgaard et al., 1998b]. Eine
andere Theorie besagt, dass Tenside das Protein durch kompletten Einschluss in
Mizellen schiitzen. Dies wurde durch weitere Studien widerlegt [Villalobos et al.,
2005]. Fiir verschiedene Poloxamere wurde ein stabilisierender Effekt gegen agita-
tionsinduzierten und frier-tau-induzierten Stress festgestellt. Hierbei zeigten alle
untersuchten Poloxamere einen schiitzenden Effekt gegen oberflichen-induzierte
Proteindenaturierung oberhalb ihrer CMC. Einzig Poloxamer 407 konnte dariiber
hinaus auch unterhalb bzw. bei CMC stabilisieren [Katakam und Banga, 1997].
Poloxamer 188 zeigte des Weiteren einen schiitzenden Effekt gegen die Aggregati-
on von Insulin bei Schiittelstress [Chawla et al., 1985|. Dagegen berichtete Vida-
novic einen negativen Effekt von Polysorbat 80 und Macrogolglycerol-ricinoleat
auf die Stabilitit eines IgGs wihrend Agitation. Erst nach Glycin-Zusatz konnte
hier eine Stabilisierung erreicht werden [Vidanovic et al., 2003]. Wihrend die Sta-
bilisierung gegen Grenzflichenstress meist der Verdringung des Proteins durch
Tensid oberhalb seiner CMC zugeschrieben wird, konnten wenige Studien zeigen,
dass eine Stabilisierung durch Tensid auch unterhalb der CMC moglich ist. Be-
reits 0,005 % PS20 konnten einen Modellantikorper gegen Schiittelstress in allen
untersuchten Konzentrationen (10, 75, 150 mg/ml) schiitzen. Das Tensid verhin-
derte die Bildung unléslicher Aggregate [Mahler et al., 2009b]. Auch Cetuximab
konnte durch Polysorbat 80 unterhalb der CMC gegen Schiittelstress stabilisiert
werden [Matheus, 2006¢|. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass zur Stabilisie-

rung des Proteins nicht zwingend eine volle Besetzung des Proteins nétig ist.

Nicht nur die Interaktion des Proteins mit der Luft/Wasser-Grenzfliche stellt in
der Proteinformulierung ein Problem dar. Die Adsorption eines Proteins an Fest-
stoffoberflichen, wie zum Beispiel an Glasoberflichen von Vials, Infusionsbeuteln

und -zubehor oder Spritzen, wihrend der Applikation oder Lagerung, kann eine
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signifikante Verringerung des Proteingehalts bewirken [Bull, 1956; Duncan et al.,
1995; Mcleod et al., 2000|. Adsorption von Proteinen kann auch wihrend der Ste-
rilfiltration an Filtermaterialien auftreten. Fiir einen monoklonalen Antikorper
und PS80 beschrieben Mahler et al. eine hohe Affinitit zu bestimmten Filterma-
terialien wie beispielsweise Nylon und PVDF. Polysorbat 80 war in der Lage die
Adsorption des Antikérpers an die Membran zu reduzieren, da es selbst in hohem
Mafse an die Materialien adsorbierte und so das Protein von der Grenzfliche ver-
dréngte [Mahler et al., 2010]. Auch Joshi und McGuire stellten in Untersuchungen
mit Lysozym und PS80 fest, dass eine Lysozym-Adsorption an silanisiertes Silica
durch ausreichend hohe Konzentrationen des Tensids signifikant reduziert werden
konnte. Sie konnte sogar nahezu vollstindig verhindert werden, wenn die Oberfla-
che vor Lysozymzusatz bereits mit Polysorbat abgeséttigt war. Polysorbat hatte
wiederum nahezu keinen Effekt auf die Adsorption an hydrophilem Silica, da des-
sen Affinitdt zu hydrophilen Flachen geringer ist als die des Proteins [Joshi und
McGuire, 2009|. Dieser schiitzende Effekt wurde auch zur Adsorptionsverhinde-
rung von IgG an Zellkulturflaschen genutzt - hier durch das Coating mit einem
Polymer und den Zusatz von Pluronic F127 [Doran, 2006].

Dariiber hinaus ist die Grenzfliche Eis/Wasser in der Proteinformulierung von
groker Bedeutung. Wahrend Einfriervorgdngen zur Lagerung oder Gefriertrock-
nung konnen Proteine an den entstehenden Eiskristallen denaturieren und vor-
nehmlich nicht-kovalent gebundene Aggregate ausbilden [Hawe et al., 2009]. Auch
hier wurde ein positiver Einfluss von Tensiden auf die Formulierung beobachtet.
Bereits geringe Konzentrationen an Tensid (unterhalb der CMC) haben einen
protektiven Effekt auf die Proteinformulierungen [Carpenter et al., 1997]|. Die
Zugabe von PS80 verhinderte efektiv die gefrierinduzierte Denaturierung von
IL1-ra [Chang et al., 1996]. Ahnliches berichtete Kerwin fiir Himoglobin mit ei-
ner Sucrose/ PS80-Kombination [Kerwin et al., 1998|. Die Aggregationstendenz
von Proteinen steigt mit zunehmender Oberfliche der sich bildenden Kristalle,
wie 7.B. bei schnellerem Einfrieren [Sarciaux et al., 1999]. Hillgren et al. zeigten
fiir Lactatdehydrogenase (LDH), dass bei einer hoheren Einfrierrate und damit
kleineren Eiskristallen mehr Tensid zur Stabilisierung des Proteins erforderlich
ist [Hillgren et al., 2002b]. Neben dem Schutz wéhrend des Einfriervorgangs kann

der Zusatz von Detergentien zur Rekonstitutionsfliissigkeit auch zur Erhaltung
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der nativen Proteinstruktur wihrend des Losevorgangs beitragen [Webb et al.,
2002b).

Der Effekt von Tensiden auf Proteine wahrend Temperaturstress ist, im Gegen-
satz zum Agitationsstress, weniger klar |[Chi et al., 2003]. Die Aggregation von
Bovinem Serumalbumin (BSA) bei hoherer Temperatur konnte durch Zugabe von
Tween 80 [Arakawa und Kita, 2000| verhindert werden. Poloxamer 407 bzw. 188
verhinderte die thermische Aggregation von rhGH und methionyl pGH |Katakam
und Banga, 1997|. Andererseits verhinderten Macrogolmonostearylether, Poloxa-
mer 188 und Polysorbat 80 nur die agitationsinduzierte Aggregation von hGh,
versagten aber bei thermischem Stress und fiihrten vielmehr in héheren Kon-
zentrationen sogar zu einer Destabilisierung des Proteins [Katakam et al., 1995].
Die Zugabe des Tensids kann hier zur Destabilisierung des Proteins insbesondere
durch kovalente Modifizierungen fiithren [Bam et al., 1996, 1998|. Steigende Kon-
zentrationen von PS20 und 80, sowie Triton X verursachten beispielsweise eine
Erh6hung der Aggregationsrate von aFGF (acidic fibroblast growth factor) bei
50°C [Min Won et al., 1998].

1.3.2 Direkte Tensid - Protein Interaktionen

Fiir bestimmte Proteine wurde eine direkte Interaktion zwischen Protein und Ten-
sid festgestellt, welche mit einem stabilisierenden Effekt in Zusammenhang stehen
konnte. Das anionische Tensid Na-Dodecylsulfat (SDS) war in den Anfingen der
Erforschung von Protein-Tensid-Interaktionen eines der am meisten untersuch-
ten Tenside. Bereits 1968 wurde die Bindung von SDS an verschiedene Proteine
demonstriert [Pitt-Rivers und Ambesi Impiombato, 1968]. BSA wird oft als hy-
drophobes Protein in der Untersuchung von Protein-Tensid-Wechselwirkungen
verwendet. SDS bindet mit hoher Bindungsstirke an BSA [Giancola et al., 1997;
Nielsen et al., 2000]. Gelamo et al. beschrieben die Interaktion zwischen den
beiden Molekiilen als "Perlenketten-Modell", da sich SDS unspezifisch an die
Polypeptidkette von BSA anlagert [Gelamo et al., 2004]. Durch die sehr starke
Interaktion des nicht-ionischen Tensids mit Proteinen, wird eine komplette De-
naturierung der Proteine ausgelost. Da nicht-ionische Detergentien weniger stark

mit Proteinen interagieren, vermogen diese das Protein durch die Wechselwirkung
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nicht zu denaturieren, aber moglicherweise vor bestimmten Stressparametern zu
schiitzen. Verschiedene Autoren beschrieben fiir LDH eine sehr schwache Inter-
aktion mit PS80. So konnte Polysorbat das Enzym durch Interaktion mit dessen
hydrophoben Zonen vor Aggregation durch Schiitteln schiitzen [Hillgren et al.,
2002a; McAuley et al., 2009].

Durch schwache Interaktion mit dem Protein kénnen Tenside als kiinstliches Cha-
perone fungieren und erleichtern dem Protein das Refolding in seinen nativen Zu-
stand [Bam et al., 1996]. Brij 35 agierte fiir Rhodanese und Insulin als artifizielles
Chaperon und stabilisierte beide Proteine gegen Aggregation [Bhattacharyya und
Das, 1999].

Fiir rhGH wurde mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) eine schwache
Bindungsenthalpie bei der Interaktion mit Polysorbat 20 festgestellt. Der Schutz
von thGH durch das Tensid gegen Schiittelstress wurde durch eine Abschirmung
der hydrophoben Bindungsstellen des Proteins begriindet, was die Aggregation
durch Protein-Protein-Interaktion verhindert [Bam et al., 1996, 1998|. Schiefel-
bein untersuchte in seiner Arbeit die Interaktion von nicht-ionischen Tensiden wie
Polysorbaten und synthetisierten Zucker-Fettsiureestern mit Proteinen, stellte
aber nur sehr geringe und unspezifische Interaktionen per ITC und Kernspinre-
sonanzspektroskopie (NMR) fest [Schiefelbein, 2011]. Lactat Hydrogenase zeigte
mit PS80 eine leichte hydrophobe Interaktion und auch fiir BSA mit Triton-X
wurde eine hydrophobe Interaktion im stéchiometrischen Verhéaltnis 1:4 festge-
stellt [Sukow et al., 1980; Chou, 2005; Nagamune et al., 1982]. Chou et al. postu-
lierten einen stabilisierenden Effekt durch Polysorbat 80 und 20 auf Albutropin
durch Erhohung der freien Entfaltungsenergie von Albutropin als Schutzmecha-
nismus. Durch Fluoreszenz Quenching und ITC fanden sie ein molares Bindungs-
verhéltnis von 10:1 (PS20 : Albutropin). In diesem Verhéltnis vermochte PS20
die Aggregation wiahrend Schiitteln komplett zu unterbinden. Zusétzlich zur In-
teraktionstheorie rdumten die Forscher, dhnlich wie Lee et al., das Mitwirken
von Grenzflichen-Abschirmung durch die Tenside ein |[Chou, 2005; Lee et al.,
2011]. Im Gegensatz hierzu zeigten Studien mit IgG Antikérpern und Polysor-
bat 80 und 20 nahezu keine Interaktion, die mittels ITC oder DSC messbar war
|Garidel, 2009].

11
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Direkte Interaktionen mit Tensiden scheinen von der Hydrophobie des Proteins
abzuhdngen, wobei die thermische Bestdndigkeit der Proteine durch diese nicht
erhoht wird. Die unterschiedlichen Effekte von Tensiden auf das Protein hingen
dariiber hinaus von der Struktur der verwendeten Tenside und vom molekularen
Verhiltnis Tensid : Protein ab [Deechongkit et al., 2009].

1.4 Tenside als Stabilisatoren in hochkonzentrierten

Antikorperformulierungen

Fiir eine bequeme subcutane Selbstapplikation von Biopharmazeutika durch den
Patienten [Pavlou und Belsey, 2005| miissen bisweilen relativ hohe Dosen appli-
ziert werden. Um das auf ca. 1,5 ml limitierte Injektionsvolumen nicht zu iiber-
schreiten, sind daher hohe Konzentrationen der Einzeldosis notig. Physikalische
Charakteristiken und Aggregationsverhalten von hochkonzentrierten Proteinfor-
mulierungen konnen deutlich von denen in niedriger Konzentration abweichen
[Dani et al., 2007; Shire et al., 2004]. Obwohl der protektive Effekt von Tensiden
bei niedrigen Proteinkonzentrationen sehr gut untersucht ist, ist iiber das Zu-
sammenspiel zwischen Protein, Tensid und Grenzflichen in hochkonzentrierten
Formulierungen noch sehr wenig bekannt. Laut Roter Liste befinden sich mo-
mentan 27 in Deutschland zugelassene monoklonale Antikorper auf dem Markt.
Hierunter auch ein Fab-Fragment eines humanisierten Antikérpers konjugiert an
PEG (Cimzia®) (Rote Liste®, Stand 05/2013). Tabelle 1.2 gibt einen Uberblick
iiber auf dem Markt befindliche rekombinante Proteine, welche in Konzentratio-

nen iiber 50 mg/ml formuliert sind.

In allen hochkonzentrierten Proteinformulierungen wird - wenn iiberhaupt - ent-
weder Polysorbat 20 oder 80 eingesetzt. Die Polysorbatkonzentration in den hoch-
konzentrierten Formulierungen entspricht der auch in Formulierungen mit ge-
ringerer Wirkstoffkonzentration verwendeten Polysorbatkonzentation, typischer-
weise sind dies Konzentrationen um die CMC. Lediglich Synagis®, XGEVA®
und Cimzia® (als Fab-Fragment) kommen als einzige der hochkonzentrierten
Antikorper-Formulierungen sogar ohne Tensid zur Stabilisierung aus. Matheus
stellte fest, dass Polysorbat in einer Konzentration von 0,001 - 0,01% in ei-

ner 100mg/ml Cetuximabformulierung einen destabilisierenden Effekt auf das
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Tabelle 1.2: Ubersicht iiber Marktprodukte monoklonaler Antikérper mit einer Kon-
zentration von iiber 50 mg/ml an rekombinantem Protein und in der Formulierung ver-
wendete Tenside.

Produkt Wirkstoff  Arzneiform Konz. Tensid Tensid
[mg/ml] Konz. [%]
Humira® Adalimumab Loésung 50 PS80 0,1
Prolia® Denosumab  Losung 60 PS20 0,01
XGEVA®  Denosumab  Ldsung 70 - -
Benlysta®  Belimumab  Lyophilisat 80 PS80 0,04
STELARA® Ustekinumab Losung 90 PS80 0,004
Raptiva® Efalizumab  Lyophilisat 100 PS20 0,16
Synagis® Palivizumab  Lyophilisat 100 - -
Simponi® Golimumab  Losung 100 PS80 0,008
Xolair® Omalizumab Lyophilisat 125 PS80 0,03
Iaris® Canakinumab Lyophilisat 150 PS80 k.A.
Cimzia® Certolizumab Losung 200 - —
Pegol

Protein beim Schiitteln besaf, wahrend durch 0,025 % Polysorbat eine Stabi-
lisierung des Antikérpers erreicht wurde [Matheus, 2006¢|. Mahler et al. unter-
suchten das Stabilisierungsvermogen unterschiedlicher PS20-Konzentrationen auf
einen monoklonalen Antikérper zwischen 10 - 150 mg/ml. Die Bildung visueller
Partikel blieb beim Zusatz von 0,005 % PS20 aus. Dieser Zusatz reichte sowohl
fiir die geringste als auch die hochste Antikérperkonzentration zur Verhinderung
der Bildung visueller Partikel bei Schiittelstress aus. Die Autoren nahmen auch
einen selbststabilisierenden Effekt der hochkonzentrierten Proteinformulierung
aufgrund hoherer Viskositdt an [Mahler et al., 2009b|. Diese Autostabilisierung
hochkonzentrierter Formulierungen wurde bereits fiir Insulin aber auch fiir mono-
klonale Antikérper in der Literatur diskutiert. [Mahler et al., 2009b; Saluja und
Kalonia, 2008; Shire et al., 2004; Sluzky et al., 1991].

13
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1.5 Destabilisierung von Proteinen durch Tenside

Zahlreiche Arbeiten belegen die physikalisch-chemische Stabilisierung von Pro-
teinen durch Tenside. Tenside fungieren jedoch nicht immer als Stabilisatoren.
Wihrend sie gegen Agitationsstress im Allgemeinen sehr wirkungsvoll sind [Webb
et al., 2002a; Kiese et al., 2008|, bieten sie beispielsweise gegen erhéhte Tempe-
raturen oft keinen Schutz [Katakam et al., 1995; Treuheit et al., 2002; Wang
et al., 2008]. Viele Untersuchungen bezogen sich hier auf die am gebrauchlichsten
in der Proteinformulierung verwendeten Tenside, die Polysorbate. Thr hydrophi-
ler Teil besteht aus Polyoxyethylenuntereinheiten, welche besonders anfillig fiir
Oxidation bzw. Autoxidation sind [Jaeger et al., 1994|. Die chemische Instabi-
litit von Polysorbat ist schon lange bekannt. Die Abbaureaktionen werden von
Licht, erh6hter Temperatur, oxidativen Spezies oder z.B. Schwermetalle getrig-
gert und lassen sich auch in dicht verschlossenen Originalgebinden feststellen
[Donbrow et al., 1978; Ha et al., 2002|. Polysorbate gehen Abbaureaktionen wie
Autoxidation, Abspaltungsreaktionen an der Ethylenoxid-Untereinheit und Hy-
drolyse der Fettsdurebindungen ein. Autoxidation fiihrt zu Hydroperoxidbildung,
Seitenkettenspaltung und der Bildung von kurzkettigen Fettsduren, welche die
Stabilitét von Biopharmazeutika beeinflussen konnen [Ding, 1993; Kerwin, 2008|.
Hydrolysereaktionen treten vorrangig bei Raumtemperatur auf, ein Abbau der
Ethlenoxid-Einheiten erst bei hoheren Temperaturen iiber 40°C, wobei gerade
verdiinnte Tensidlosungen gegen Hitze und Licht eine erhdhte Empfindlichkeit
zeigen [Ding, 1993; Ha et al., 2002|. Der von Kishore analysierte Hauptabbauweg
von Polysorbaten bei niedrigen Temperaturen ist die radikalische Autoxidation
an der Polyoxyethyleneinheit [Kishore et al., 2011a]. Abbildung 1.4 fasst die pos-
tulierten Abbauwege von Polysorbaten nach Kerwin und Kishore et al. zusammen
und verdeutlicht die Vielzahl der entstehenden Spaltprodukte, welche sich negativ
auf die Stabilitéit von Biopharmazeutika auswirken kénnen|[Kerwin, 2008; Kishore
et al., 2011b).

Der Einfluss von Polysorbat-Degradationsprodukten auf die Qualitdt von Bio-
pharmazeutika ist erst seit kurzer Zeit Thema intensiverer Untersuchungen. In
Spikingstudien mit freien Fettsduren als Abbauprodukte von PS80 wurde eine
physikalisch-chemische Destabilisierung von Antikérpern nach Schiitteln festge-

stellt. Eine Schwellenkonzentration von intaktem Polysorbat konnte allerdings die
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Abbildung 1.4: Reaktionsschema zur Hydrolyse und Autoxidation von Polysorbat
(adaptiert nach Kerwin und Kishore [Kerwin, 2008; Kishore et al., 2011b]).

Aggregation verhindern [Kishore et al., 2011a|. Dariiber hinaus fithren Peroxide
im Polysorbat zu Oxidation von Proteinen [Ha et al., 2002; Treuheit et al., 2002;
Wang et al., 2008]. So wurde durch die Entfernung von Polysorbat 20 aus einer
rhuMab HER-Antikérperformulierung der Anteil an oxidierter Antikdrperspezies
von 52 % auf <10 % wihrend Lagerung bei 40°C reduziert [Lam et al., 1997].

Zu geringe Konzentrationen an Tensid konnen sich wiederum auch negativ auf
die physikalisch-chemische Stabilitit einer Proteinformulierung auswirken. Bei
Schiittelstressstudien von IgGs mit Polysorbat 80 und 20 wurde bei Konzentra-
tionen von 0,0025% PS 20 in einer 10 mg/ml [Kiese et al., 2008| bzw. 0,001 -
0,01 % PS 80 in einer 100 mg/ml Formulierung [Matheus, 2006¢| eine deutliche
Erh6hung der 16slichen Aggregate, bzw. der subvisuellen Aggregate im Vergleich
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zur tensidfreien Formulierung festgestellt. Mahler et al. beschrieben diesen Ef-
fekt auch fiir Rithrstress [Mahler et al., 2005|. Weitere Untersuchungen zu einem
genaueren Mechanismus oder einer Vorhersagbarkeit solcher Effekte existieren
jedoch nicht.

Wie bereits beschrieben, haben Tenside unterschiedliche Effekte auf die Stabilitéit
eines Proteins und besitzen selbst eine gewisse Anfilligkeit gegeniiber bestimm-
ten Stressparametern. Dem schiitzenden Effekt des Tensids gegen Schiittelstress
steht somit oftmals die oxidative Schidigung des Proteins durch das Detergens
gegeniiber. Daher ist es wichtig, durch die richtige Auswahl des Tensids, sowie
analytischer Methoden und Stresstests den Tensidgehalt in Proteinformulierun-
gen zu optimieren. Die Konzentration des Tensids sollte ausreichend fiir eine
physikalisch-chemische Stabilisierung der Proteinformulierung sein, jedoch aus

genannten Griinden nicht unnétig weiter erhoht werden.
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Zielsetzung

In der Literatur finden sich neben Berichten zur Stabilisierung auch Hinweise auf
einen physikalisch-chemisch destabilisierenden Effekt von Polysorbaten auf IgG-
Formulierungen. Ziel der Arbeit war es, diese Stabilisierung und Destabilisierung
genauer zu untersuchen und dabei unterschiedliche Tenside und verschiedene Pro-

teinkonzentrationen zu beriicksichtigen.

Hierzu dienten folgende Fragestellungen:

e Reproduzierbarkeit des destabilisierenden Effektes von Polysorbat 80 durch
Untersuchung des Aggregationsverhaltens von Cetuximab 100 mg/ml bei
Schiittelstress.

e Vergleich des Aggregationsverhaltens der 100 mg/ml Formulierung mit den

Tensiden Polysorbat 80, Macrogolhydroxystearat und Poloxamer 188.

e Untersuchung des Einflusses der Proteinkonzentration auf den stabilisieren-
den/destabilisierenden Effekt von Polysorbat 80 bei Schiittelstress.

e Untersuchung des Polysorbat- und Proteinkonzentrationseffektes durch Un-

tersuchung des Aggregationsverhaltens von Cetuximab bei Temperaturstress.

Die Untersuchungen hatten neben der Analyse des Aggregationsverhaltens auch
die Erforschung eventuell vorhandener direkter Interaktionen von Cetuximab und
BSA mit den Tensiden zum Ziel. Dabei kamen folgende Analytikverfahren zum

Einsatz:

e Isotherme Titrationscalorimetrie

e Oberflaichenplasmonresonanz:

17



Kapitel 2 Zielsetzung

— mit den Modellproteinen als stationdre Phase

— mit Glycin-Polysorbat als stationére Phase

Die Interaktionsbestimmung sollte der Untersuchung des stabilisierenden /destabilisierenden

Effektes dienen, welcher mit den Stressstudien herausgearbeitet wurde.

Ein Teilaspekt der Arbeit bezog sich auf die Herstellung einer hochkonzentrierten
Cetuximab-Formulierung, da diese fiir die Analyse des Konzentrationseinflusses

auf das Aggregationsverhalten von Cetuximab mit Polysorbat benétigt wurde.

Im Rahmen der Arbeit sollten verschiedene Aufkonzentrationsmethoden evaluiert

und bewertet werden:

e Tangentialflussfiltration mit einer AKTAcrossflow”-Anlage inclusive Me-

thodenoptimierung.

e Lyophilisation und anschliefsende Rekonstitution in einer geringeren Menge

Rekonstitutionsfliissigkeit.

e Partielle Gefriertrocknung - gezielter Stopp des Wasserentzugs auf Stufe der

Primértrocknung.
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Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Material, Hilfsstoffe, Reagenzien

Folgende Hilfsstoffe (Tab.3.1), Reagenzien (Tab.3.2) und Materialien (Tab.3.3)

fanden Verwendung:

Tabelle 3.1: Hilfsstofle.

Hilfsstoff Hersteller
di-Natriumhydrogenphosphat x 2 H,O Merck KGaA, Deutschland
Lutrol® F68 BASF, Ludwigshafen
Natriumchlorid Merck KGaA, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat x 2 HoO  Merck KGaA, Deutschland
Natriumhydroxid Merck KGaA, Deutschland
Polysorbat 80 Merck KGaA, Deutschland
Polysorbat 80, hochrein CRODA, Deutschland
Salzsdure 1N Merck KGaA, Deutschland
Solutol® HS15 BASF, Deutschland
Sucrose Merck KGaA, Deutschland
Gereinigtes Wasser frisch hergestellt (Bidestillation)
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Tabelle 3.2: Reagenzien und Chemikalien.

Reagenzien Hersteller
1,4-Dithiothreitol (DTT) Merck KGaA, Deutschland
Acetate 4,0 GE-Healthcare, USA
Acetate 4,5 GE-Healthcare, USA
Acetate 5,0 GE-Healthcare, USA
Acetate 5,5 GE-Healthcare, USA
Acetonitril Merck KGaA, Deutschland
Amine Coupling Kit GE-Healthcare, USA
Coomassie Blue Farbetabletten Merck KGaA, Deutschland
Cyclohexan Merck KGaA, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (10x) PAA Laboratories, Osterreich

Essigsdure 100 % Merck KGaA, Deutschland
Ethanol 96 % Merck KGaA, Deutschland
Gel-Filtrationsstandard BIO-RAD, Canada
Glycine 1,5 GE-Healthcare, USA
Glycine 2,0 GE-Healthcare, USA
Glycine 2,5 GE-Healthcare, USA
Glycine 3,0 GE-Healthcare, USA
HBS-EP Puffer GE-Healthcare, USA
HBS-N Puffer (10x) GE-Healthcare, USA
Kaliumiodid Merck KGaA, Deutschland
Methanol Merck KGaA, Deutschland
Natrium-Dodecylsulfat Merck KGaA, Deutschland
Natriumthiosulfatlosung 0,01M Merck KGaA, Deutschland
NuPage 10 % Bis Tris Gel Invitrogen, USA
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Reagenzien

Hersteller

Tris Glycine SDS Sample Buffer
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tris-Glycin-SDS-Running Buffer
Tris-Glycin-SDS-Sample Buffer
Trifluoressigsaure

SeeBlue® Plus 2 Pre-stained (2x)
Gel-Dry Drying Solution
Guanidinhydrochlorid
Natriumhydroxidlésung 2M
Fmoc-Gly-OH
Dicyclohexylcarbodiimid

DMAP (Dimethylaminopyridin)
Dichlormethan

MTB- Ether

Piperidin
N,N-Dimethylformamid

Petrolether

Invitrogen, USA

Merck KGaA, Deutschland
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA

J.T. Baker, USA
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA

Sigma Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
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Tabelle 3.3:

Materialien.

Materialien

Hersteller

Boérdelkappen 10,3 mm
Bordelkappen 20,3 mm
Glas Vial 2R

Glas Vial 6R

GORE® LYOGUARD"
Freeze Drying Container

Injektionsstopfen
(Chlorobutyl) 10 mm

Injektionsstopfen
(Chlorobutyl) 20 mm

KVICK START", 50KD,
0,05m? Flat Sheet Membran Kassette

Lyophilisationsstopfen
(Chlorobutyl) 10 mm

Lyophilisationsstopfen
(Chlorobutyl) 20 mm

Pellicon™ Biomax 50KD, 0,05m?2,
PES Membrankassette

Sartocon” Slice 30kD, 0,1m?,
PES-Membrankassette

Sensorchip C1
Sensorchip CM5

Helvoet Pharma, Deutschland
Helvoet Pharma, Deutschland

Miinnerstiadter Glaswarenfabrik,
Deutschland

Miinnerstiadter Glaswarenfabrik,
Deutschland

GORE, USA

West Pharmaceutical Services, USA
West Pharmaceutical Services, USA
GE Healthcare, USA

West Pharmaceutical Services, USA
West Pharmaceutical Services, USA
Millipore, USA

Sartorius, Deutschland

GE-Healthcare, Deutschland
GE-Healthcare, Deutschland

3.1.2 Modellproteine

3.1.2.1 Cetuximab - Erbitux®

Cetuximab ist ein chimérer Maus/Mensch-Antikérper der IgG Subklasse mit ei-
nem molekularen Gewicht von 154kD, welcher am humanen epidermalen Wachs-
tumsfaktor Rezeptor (EGFR) angreift [Baselga, 2001|. Er besteht aus vier Poly-
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peptid-Ketten, hiervon zwei identische schwere Ketten (lambda) bestehend aus
449 Aminosduren und zwei identischen leichten Ketten (kappa) bestehend aus je-
weils 214 Aminoséduren. Diese Ketten enthalten die funktionale Bindedoméne des
murinen M225 Antikérpers zum humanen EGFR. Die vier Ketten werden durch
eine Kombination von kovalenten Disulfidbriicken und nicht kovalenten Bindun-
gen zusammengehalten. Der N-terminale Rest der schweren Kette ist cyclisiert

als Pyroglutaminsiure [Fachinformation Erbitux®; 2009].

Fiir die Arbeit wurde eine Cetuximab-Formulierung mit 8,2 mg/ml Antikérper in
PBS-Puffer, pH 7,2 als Ausgangslésung verwendet. Der PBS Puffer bestand aus
10 mM Di-Natriumhydrogenphosphat und 145 mM Natriumchlorid.

Die Losung wurde zur weiteren Verwendung umgpuffert und je nach Bedarf auf-
konzentriert oder verdiinnt. Die Pufferzusammensetzung des verwendeten Stan-
dardpuffers ist in Kapitel 3.2.1.3 beschrieben.

3.1.2.2 Bovines Serum Albumin (BSA)

BSA (bezogen von Sigma Aldrich, USA) ist ein globuléres, unglycosiliertes Pro-
tein mit einem Molekulargewicht von 66.000Da. Es besteht aus insgesamt 585
Aminosiduren und ist das am héufigsten vorkommende bovine Plasma-Protein.
Es besitzt elf eindeutige Bindungsstellen fiir hydrophobe Molekiile. Im tierischen
Korper dient es der Aufrechterhaltung des kolloid-osmotischen Drucks, welcher es-
sentiell fiir die Verteilung von Fliissigkeiten zwischen Gefafien und extrazelluldren
Bereichen ist. Des Weiteren spielt es im Blut als unspezifisches Transportprotein
z.B. von Steroidhormonen, Thyroidhormonen, Fettsduren und Hemin eine Rol-
le. BSA ist ein hdufig genutztes Protein in der Immundiagnostik, als Reagenz,
Zellkultur-Medium und allgemein als Modellprotein fiir Untersuchungen, wo -
wie auch hier - dessen unspezifische, hydrophobe Bindungsfihigkeit von Interesse

ist.
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3.2 Methoden

3.2.1 Probenherstellung
3.2.1.1 Tangentialflussfiltration

Zur Aufkonzentrierung und Umpufferung wurden folgende Filtrationssysteme

verwendet:

e LabScale"TFF System (Millipore Corp., USA) fiir kleine Ansitze bis zu
500 ml

e Sartocon® TFF System (Sartorius, Deutschland) fiir groRere Ansétze ab 21

o AKTAcrossflow” (GE Healthcare, USA) zur Methodenevaluierung

Die Ultrafiltrations-/ Diafiltrationsansétze zur Probenerzeugung erfolgten bei
Raumtemperatur mit den in Tabelle 3.3 angegebenen Membrankassetten und
in Tabelle 3.4 aufgefiihrten Standardparametern. Die verwendeten Membranen

wurden zuvor auf Integritit getestet und die Anlage mit Puffer vorgespiilt.

Tabelle 3.4: Druckeinstellungen fiir Probenherstellungen auf Millipore LabScale” und
Sartocon® TFF System.

Millipore LabScale™

Filtrationsschritt Pin[PSi]  Paus[psi] AP [psi] TMP [psi]
Ultrafiltration 20 10 10 15
Diafiltration 30 15 15 22,5

Sartocon® TFF System

Filtrationsschritt Pin [PSI] Daus [pPsi] AP [psi] TMP [psi]
Ultrafiltration 20 0 0 10
Diafiltration 20 0 20 10
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3.2.1.2 AKTAcrossflow™

AKTAcrossflow™ (GE Healthcare, USA) wurde zur Optimierung von Ultrafil-
trationsprozessen fiir Cetuximab eingesetzt. Die Steuerung des Systems erfolgte
mit Hilfe der zugehorigen Unicorn Software (GE Healthcare, USA). Zur Filtrati-
on wurde eine KVICK START™ Flatsheet Kassette bzw. eine Pellicon™ Biomax
Flatsheet Kassette einem Cut-off von 30KD und 0,05m? Membranflache aus Po-
lyethersulfon (PES) eingesetzt. Nach der Filtration wurden die Membranen mit

1M Natronlauge gereinigt und konserviert.

3.2.1.3 Probenherstellung und Probenabfiillung

Die Proben wurden unter aseptischen Bedingungen in 2 bzw. 6 ml Vials abge-
fiillt. Das Probenvolumen betrug 1 bzw. 2ml. Die jeweilige Proteinkonnzentra-
tion wurde durch Verdiinnung der gesamten Ldsung mit der errechneten Menge
Diafiltrationspuffer eingestellt, die gewiinschte Tensidkonzentration durch Zuspi-
ken von sterilfiltrierten Tensid-Stammlésungen erreicht. Alle produktberiihrenden
Packmaterialien wurden vor der Verwendung partikelfrei gespiilt und mit gesét-
tigtem, gespanntem Wasserdampf bei 121°C fiir 20 Minuten sterilisiert (Autoklav
3850 ELV, Systec GmbH, Wettenberg). Der in der Arbeit verwendete Standard-
Formulierungspuffer ist in Tabelle 3.5 wiedergegeben. Abweichungen hiervon wer-

den ausdriicklich in den jeweiligen Kapiteln erwahnt.

Tabelle 3.5: Rezeptur des Standard-Puffers fiir die verwendeten Cetuximab-
Formulierungen.

Hilfsstoff Dosierung

Natrium-Dihydrogenphosphat Dihydrat 0,40 mg/ml
Dinatrium-Hydrogenphosphat Dihydrat 1,32 mg/ml
Natriumchlorid 8,48 mg,/ml
pH 6,0
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3.2.1.4 Lyophilisation

Gefriertrocknungslaufe erfolgten mit dem Gefriertrockner COM6011 (Hof Sonder-
anlagenbau GmbH, Deutschland), unter Verwendung eines Standardprogramms
fiir Proteine (s. Tabelle 3.6). Der Gefriertrockner wurde bei Raumtemperatur be-
laden und die Vials nach Trocknungsende bei 0,3 mbar direkt im Gefriertrockner

durch Zusammenfahren der Stellplatten verschlossen und anschliefsend verbér-
delt.

Tabelle 3.6: Verwendetes Standard- Gefriertrocknungsprogramm fiir den Gefriertrock-
ner COMG6011.

Bezeichnung  Zeit [hh:mm] Temp. [°C] Druck [mbar]

Beladen 00:11 22 1.0E+3
Einfrieren 00:15 -50 1.0E+3
Einfrieren 01:00 -50 1.0E+3
Einfrieren 15:00 -40 1.0E+3
Haupttrocknung 00:15 -40 3.0E-1
Haupttrocknung 00:15 -30 3.0E-1
Haupttrocknung k.A* -30 3.0E-1
Haupttrocknung 00:15 0 3.0E-1
Haupttrocknung 00:15 0 5.0E-2
Nachtrocknung 18:00 20/40 5.0E-2
Nachtrocknung 06:00 20/40 5.0E-2

*Der Lyophilisationsprozess wurde mittels Temperatursonden in einzelnen Pro-
ben verfolgt und die Haupttrocknungszeit von der Probentemperatur abhingig
gemacht: Nach Erreichen der Plattentemperatur von allen mit Messfiihlern aus-
gestatteten Proben wurde nach einem Sicherheitsintervall von vier Stunden die

Sekundértrocknung eingeleitet.
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3.2.1.5 Funktionalisierung von Polysorbat 80

Zur Erzeugung eines Gly-PS80 wurde DCC zuerst in Dichlormethan geldst und
in eine Mischung aus Polysobat 80, Fmoc-Gly-OH im Uberschuss und DMAP in
Dichlormethan gegeben und bei Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Entstan-
dener Dicyclohexylharnstoff wurde abfiltriert. Die Aufreinigung des Zwischen-
produktes Fmoc-GlyPS80 erfolgte durch praparative RP-HPLC mit Hilfe einer
Merck-Hitachi-Anlage auf einer praparativen Chromolith PrepRod RP 18e-Saule
100-25 mm (Merck, Darmstadt, Deutschland) und minttlicher Fraktionssamm-
lung des Eluats. Die Gradientenelution wurde binnen 60 min von 1 % bis 100 % der
unpolaren Fliefkmittelkomponente (0,1 % TFA in Acetonitril) bei einer Flussrate
von 10 ml/min erreicht. Die polare Fliefmittelkomponente bestand aus 0,1 % TFA
in Wasser. Die Detektion erfolgte photometrisch bei 214 nm. Alle Fraktionen wur-
den mittels LC-MS auf das Vorliegen des Zwischenproduktes untersucht. Hierzu
wurde eine Chromolith SpeedROD RP-18e 50-4,6 mm Séule (Merck, Darmstadst,
Deutschland) verwendet. Bei einer Flussrate von 2ml/min und einem Injektions-
volumen von 3 pl wurde der Gradient in 2,6 min von 5% Solvent B (Acetonitril
+0,1% TFA) zu 100 % Solvent B gefahren. Nach Vereinigung der positiv analy-
sierten Fraktionen und Entfernung des Ldsemittels im Vakuum wurde das Zwi-
schenprodukt Fmoc-GlyPS80 zur Abspaltung der Schutzgruppe Fmoc mit 25 %
Piperidin in Dimethylformamid versetzt und iiber Nacht reagieren gelassen. Nach
Abziehen des restlichen Losemittels am Rotationsverdampfer und anschliefender
Gefriertrocknung wurde der verbliebene Riickstand zur Entfernung des hydro-
phoben Fluorens mit heifem Petrolether gewaschen und das Reaktionsprodukt
nach kompletter Entfernung des Petrolethers per Lyophilisationsanlage, in Was-
ser/Acetonitril aufgenommen. Die weitere Aufreinigung erfolgte wieder mit Hilfe

von praparativer RP-HPLC unter den oben genannten Bedingungen.

3.2.2 Stressmethoden
3.2.2.1 Schiittelstress

Die Proben (n—3) wurden unter kontrollierten Bedingungen bei 2-8°C auf einem
Laborschiittler IKA HS 501 (IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen) mit einer
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Frequenz von 150 rpm horizontal geschiittelt. Die Schiittelzeit betrug 24 - 168

Stunden. Genaue Angaben hierzu finden sich in den einzelnen Kapiteln.

3.2.2.2 Temperaturstress

Die Vials wurden bei 40°C/75 % r.h. bzw. 25°C/60 % r.h. in Klimakammern iiber
einen vom Experiment abhingigen Zeitraum gelagert. Genaue Angaben hierzu

finden sich an entsprechender Stelle im Ergebnisteil.

3.2.2.3 UV-Stress

Zur UV-Stressung wurde Polysorbat 80 nach ICH Guideline [ICH, 2003] in einem
Glasvial ohne Stopfen fiir 15 Stunden in einer Photostabilitdtskammer Suntest
CPS+ (Atlas Material Testing Technology, USA) bei 750 W/m? und einer Wel-
lenldnge von 317 - 800 nm bestrahlt.

3.2.3 Analytische Methoden
3.2.3.1 GroRenausschlusschromatografie (SEC)

Monomergehaltes, 16sliche Aggregate und Abbauprodukte wurden mittels SEC
detektiert. Das System bestand aus einer HPLC-Pumpe (L. 6250 Intelligent Pump,
Merck Hitachi, Deutschland), einem kiithlbaren Autosampler (AS 4000 Intelligent
Autosampler), einem UV-Vis Detector (L-4250 UV-Vis-Detector) und einer SEC
Sdule mit Vorsdule (TSK-GelR G3000SWXL column mit TSKguardcol-umnR
SWXL, Tosoh Biosep, Stuttgart, Germany). Als Laufmittel wurde Dulbecco’s
Phosphatgepuffered Saline, pH 7,2 verwendet (Verdiinnung mit WFI 1:10). Die
Flussrate wurde auf 0,5ml/min eingestellt (UV-detektion bei einer Wellenlin-
ge von 280 nm). Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Zur Auswertung wurde die
D-7000 HPLC System Manager (HSM) Software (Merck Hitachi, Deutschland)
verwendet. Der Gehalt an Aggregaten und Abbauprodukten wurde als prozen-

tualer Anteil der Gesamtpeakfliche ermittelt.
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3.2.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Zur Ermittlung der Konzentration wurde die Lichtabsorption mittels UV-Vis
Spektometer Ultrospec1000 (Amersham Biosciences, New York, NY, USA) be-
stimmt. Die Proben wurden vor der Messung mit Phosphatpuffer soweit verdiinnt,
dass die Absorption im Bereich von 0,3 - 0,7 lag. Die Extinktion der Proben wurde

bei 280 nm und einer Schichtdicke von 1,0 cm vermessen.

3.2.3.3 Lichtblockademessungen

Lichtblockade-Messungen wurden mit dem Partikelmessgerit PAMAS SVSS-C
(PAMAS Partikelmess- und Analysesystem GmbH, Rutesheim, Deutschland) und
dazugehdriger Software ausgefiihrt. Die Probenvorbereitung sowie die Vermes-
sung erfolgte unter Laminar Air Flow. Die Messungen wurden nach einer mo-
difizierten Methode der Monographie 788 des USP [USP, 2009|und Kap. 2.9.19.
des Ph. Eur. [Ph.Eur., 2008a] durchgefiihrt. Hierbei wurden je 0,2ml von jeder
Probe pro Messung analysiert. Das Vorlaufvolumen betrug 0,4 ml. Die Ergebnis-
se der Partikelzihlung wurden als Mittelwert von je drei Messungen angegeben
und auf ein Probenvolumen von 1ml bezogen. Zwischen den Messungen wurde
das Gerat mit sterilfiltriertem Wasser fiir Injektionszwecke gespiilt, solange bis
die Partikelanzahl pro Volumen auf die Akzeptanzkriterien des Umgebungstests
gesunken war. Fiillrate der Spritze, Entleerungsrate und Spiilrate wurden jeweils

auf 10 ml/min festgesetzt.

3.2.3.4 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

DLS-Messungen wurden mit Hilfe eines Malvern Zetasizer nano (Malvern Instru-
ments GmbH Herrenberg, Germany) durchgefiihrt. Die Vermessung der unver-
diinnten Proben (n=3) erfolgte nach einer Equilibrierung fiir 5 min bei 25°C. Die

Datenauswertung erfolgte unter der Annahme einer polymodalen Verteilung.
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3.2.3.5 Visuelle Kontrolle

Die visuelle Kontrolle wurde analog der Ph. Eur. Methode 2.9.20 [Ph.Eur., 2008b)]
mit einer Kaltlichtquelle (KL 1500 electronic, Schott AG, Mainz, Deutschland)
vor einem schwarzen Hintergrund durchgefiihrt. Die Vials wurden vorsichtig be-
wegt, um eventuell enthaltene Partikel aufzuwirbeln, ohne Luftblasen zu generie-

remn.

3.2.3.6 Triibungsmessung

Die Triibung wurde als photometrische Absorption bei 350 nm gemessen. Die Mes-
sungen wurden mit einem UV-Vis Spektrophotometer (Ultrospec 1000; Amers-
ham Biosciences, New York, USA) gegen den sterilfiltrierten Formulierungspuffer
als Blank Wert durchgefiihrt.

3.2.3.7 SDS-PAGE

Die Bildung von Aggregaten und Proteinfragmenten wurde mittels SDS-PAGE
unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert. Die Elek-
trophorese wurde in einer XCell SureLock Mini-Cell Fokussierkammer (Invitrogen
GmbH, Deutschland) mit einem PowerEaseTM 500 NOVEX Power Supply durch-
gefithrt. Die Proben enthielten jeweils 0,4 mg/ml Cetuximab (durch Verdiinnung
mit Formulierungspuffer), 50 % Tris Glycin SDS Sample Buffer und - unter re-
duzierenden Bedingungen - 10% DTT Losung 1%. Vor dem Auftragen wurden
die Proben fiir 4min auf 95°C erhitzt. Die Proteine wurden mit jeweils 10 ul in
NuPage BisTris-Gel (Invitrogen, USA) aufgetragen, als Laufpuffer diente TRIS-
Glycin SDS Laufpuffer. Als Molekulargewichtsstandard kam SeeBlue® Plus 2
(Invitrogen, USA) unverdiinnt jeweils 2x pro Gel zum Einsatz. Die resultieren-
den Proteinbanden wurden nach der Elektrophorese mit Coomassie Brilliantblau
im Standard-Anfirbeverfahren sichtbar gemacht und mit Gel-Dry™ Lésung (In-

vitrogen, USA) konserviert.
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3.2.3.8 Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(RP-HPLC)

RP-HPLC erfolgte auf einer ALLIANCE 2690 XE Anlage mit integriertem Sau-
lenofen, UV-Detektor 2487 und dazugehoriger Steuerungs- und Auswertesoftware
Empower2 (Waters Corporation, Milford, USA). Als stationdre Phase diente ei-
ne Jupiter C4 5y 300A Siule (Phenomenex Inc., Torrance, USA). Die Proben
wurden vor der Analyse mit TRIS/Guanidin-Puffer (6M Guanidin-HCI, 200 mM
TRIS, pH 8,5) und DTT-Losung 0,1M versetzt und fiir 30 Minuten bei 55°C
inkubiert. Nach Verdiinnung der abgekiihlten Proben mit 1 %iger TFA-Losung,
wurden jeweils 50 ul dieses Gemisches doppelt injiziert. Die Gradientenelution
wurde durch Zumischen steigender Anteile der unpolaren Fliefkmittelkomponente
(0,0425 % TFA in Acetonitril) zur wissrigen Phase (0,05% TFA in Wasser) bis
zu einem Verhéltnis von 10:90 erreicht. Die Detektion erfolgte photometrisch bei
214 nm.

3.2.3.9 Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-
Massenspektrometrie
(RP-HPLC/MS)

Die Massenspektren fiir die Gly-Tween-Synthese wurden durch RP-HPLC/MS
auf einer Agilent System 1100 Series Anlage (Agilent Technologies, USA) durch-
gefithrt. Die Auftrennung erfolgte hierbei auf einer Cromolith Speed ROD RP-18e
Sdule (Merck KGaA, Deutschland) bei einer Flussrate von 2,4 ml/min. Der ver-
wendete Splitter reduzierte den Fluss nach der DAD auf eine Fliekgeschwindigkeit
von 0,6 ml/min fiir die MS. Losungsmittel A: Wasser/ 0,05 % Ameisensidure, Lo-
sungsmittel B: Acetonitril / 0,04 % Ameisensdure. Gradient: In 2,8 min von 96 %
A zu 100 % B, gefolgt von 0,5min 100 % B. Die Ionisierung im angekoppelten
Massenspektrometer wurde durch Elektrospray-Ionisierung (positive mode) er-
reicht. Der Scan erfolgte von 85 - 1000 m/z unter jeweiliger Aufzeichnung der
MH-+ Spektren.
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3.2.3.10 Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR)

FT-IR Spektren der Proteinlésungen wurden mit einem Tensor 27 Spektrometer
(Bruker Optik GmbH, Deutschland) in einer BioATR-Zelle TM II (Harrick Scien-
tific Corporation, USA) mit angeschlossenem Thermostat (DC30-K20, Thermo
Haake) aufgenommen (n=3). Die Messungen erfolgten bei 25°C im Einstrahl-
Modus, wobei jeweils ein Interferogramm mit 128 Scans und einer spektralen
Auflésung von 4cm~! aufgezeichnet wurde. Als Referenzlosung diente der dazu-
gehorige Ultrafiltrationspuffer aus der Herstellung der Proteinlésung, um Schwan-
kungen der Messungen durch geringe Unterschiede in der Pufferzusammensetzung
zu vermeiden. Zur Aufnahme der Spektren von Proben- und Referenzlésung un-
ter identischen Bedingungen wurden jeweils 15 ul Probenvolumen in die Messzelle

eingefiillt und vor der eigentlichen Messung 120 Sekunden equilibriert.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der ProteinDynamics-Software fiir Opus 4.2
(Bruker Optik GmbH, Deutschland) unter automatischer Subtraktion der Re-
ferenzspektren der Pufferlosung vom Probenspektrum. Die Auswertung erfolgte
anhand des Spektrums im Bereich der Amid I Bande und wurde als zweite vektor-

normalisierte Ableitung dargestellt.

3.2.3.11 uDifferential Scanning Calorimetrie (¢DSC)

Die Glasiibergangstemperatur (Tg) sowohl der fliissigen als auch der gefrierge-
trockneten Proben wurde mit Hilfe der Differential Scanning Calorimetrie mit ei-
nem DSC821e (Mettler-Toledo, Deutschland) und dazugehorigem Kiihlaggregat
Intracooler EK 90/MT (Thermo Haake, Deutschland) ermittelt. Hierzu wurden
die Proben jeweils in einen Standard Aluminium-Tiegel "Al-Crucible 100 pL" mit
Deckel (Mettler Toledo, Deutschland) gefiillt, leicht angedriickt und verbordelt.
Die Ermittlung der Glasiibergangstemperatur bei den gefriergetrockneten Pro-
ben erfolgte bei 10°C bis 110°C mit einer Kiihl- und Heizrate von 5K/min. Fiir
die fliissigen Proben wurde eine Temperatur von -10 - -60°C gewéhlt bei einer
Heiz-/Abkiihlrate von 5 K/min und 4facher Wiederholung. Als Referenz fiir alle
Proben diente ein leerer Tiegel. Die Auswertung erfolgte graphisch mit der dazu-
gehorigen STARe Software. Die Glasiibergangstemperatur wurde als "onset" des

Glasiiberganges angegeben.
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3.2.3.12 nDifferential Scanning Calorimetrie (nDSC)

Kalorimetrische Messungen wurden mit einem DSC Model 6300 Nano III Diffe-
rential Scanning Calorimeter (Calorimetry Sciences Corp, USA) und der zugeho-
rigen DSCRun Software durchgefiihrt. Sowohl Heiz- als auch Abkiihlrate bei den
Scans betrug A = 1°C/min iiber einen Temperaturbereich 25°C - 110°C. Fiir die
Messungen wurden alle Proteinlosungen auf eine Konzentration von 1 mg/ml mit
entsprechendem Puffer eingestellt, da hohe Proteinkonzentrationen aufgrund der
sehr diinnen Messkapillaren nicht verwendet werden kénnen. Als Referenzlosung
wurde der proteinfreie Diafiltrationspuffer verwendet. Alle Messungen wurden
bei einem Druck von 3 atm durchgefiihrt. Im Anschluss wurde jede Probe ein
weiteres Mal unter den selben Bedingungen erhitzt und die resultierende Kurve
als Basislinie vom ersten Lauf subtrahiert. Die resultierende Kurve gibt Auskunft
iber Schmelztemperatur T,,, sowie Enthalpie (AH,,) und Entropie (AS,,) des

Entfaltungsprozesses, normalisiert auf die Proteinkonzentration.

3.2.3.13 Bestimmung der Peroxidzahl

Die Bestimmung der Peroxidzahl erfolgte nach Ph. Eur. 4.6. als potentiometrische
Endpunkttitration mit Natriumthiosulfat auf einem Autosampler 730 mit Dosi-
mat 721 und der Software TiNet 2.4 (Metrohm GmbH, Deutschland). Die Proben
wurden in Eisessig gelost. Nach Zugabe von Kaliumiodid und COs freiem Wasser
wurde freigesetztes lod aus der Redoxreaktion mit Thiosulfat zuriicktitriert. Die
Endpunktbestimmung erfolgte potentiometrisch mit einer Platinelektrode (Me-
trohm GmbH, Deutschland).

3.2.3.14 Isothereme Titrationskalorimetrie (ITC)

Kalorimetrische Messungen wurden mit dem VP-ITC Kalorimeter (MicroCal,
USA) und zugehoriger Software Origin durchgefiihrt. Vor der Messung wurden
Proben- sowie Referenzlosung durch einen 0,22 ym Filter sterilfiltriert und an-
schliefend fiir 3 min mit Hilfe einer Vakuum-Apparatur mit Riihrfunktion (Mi-
croCal, USA) entgast. Die Referenzzelle wurde mit gereinigtem Wasser, die Pro-

benzelle mit Proteinlosung gefiillt. Die Tensidlosungen wurden mit dem Diafiltra-
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tionspuffer der Proteinlosung hergestellt, um Puffereffekte wihrend der Messung
zu vermeiden. Die Injektion der Tensidlosungen erfolgte bei 25°C, wobei jeweils
35 mal 8 ul Tensidlosung iiber ein Intervall von 300 Sekunden injiziert wurden. Die
Referenz-Energie betrug 10 bei allen Experimenten. Blank Titrationen von Puffer
mit Tensid-Losung und von Protein-Lésung mit Puffer wurden zur anschliefen-
den Herausrechnung von Verdiinnungs- und Demizellisierungseffekten nach der-
selben Vorschrift vorgenommen. Alle gezeigten Isothermen sind nach Abzug von

Demizellisierungseffekten und Verdiinnungswarmeeffekten dargestellt.

3.2.3.15 Oberflachen-Plasmon-Resonanz (SPR)

Fiir die direkte Messung der Interaktionen zwischen Tensid und Protein wurde
ein BIACORE® 3000 (GE Healthcare, USA) verwendet. Mit Hilfe des von der
Firma angebotenen Amin-Kopplungskits (EDC/NHS) wurden die Testmolekiile
kovalent bei einer maximalen Bindungskapazitdt von 10000 RU an die aktivier-
te Dextranmatrix des BIACORE® Sensorchip gekoppelt. Die Injektion erfolgte
iber 10min bei einer Flussrate von 10 pul/min. Als Laufmittel diente HBS-N.
Ethanolamin wurde anschliefsend zum Blockieren freier aktivierter Bindungsstel-
len mit gleicher Flussrate injiziert. Die Blockierung aktivierter Bindungsstellen
wurde auch fiir die Referenzzellen ohne Beladung vorgenommen. Fiir die Proteine
wurde eine Chipbeladung von ca. 10.000RU angestrebt, welche als Basislinie fiir

die Messung der Sensorgramme diente.

Die Verdiinnungsreihen der Analyten wurden durch serielle Verdiinnung der Lo-
sungen mit HBS-N Puffer (0,01M HEPES pH 7.4, 0,15M NaCl; GE Healthcare,
USA) hergestellt.

Die Injektion erfolgte bei einer Flussrate von 15 pul/min fiir jeweils 3min pro
Tensid-Konzentration. Zur Regeneration wurde jeweils eine Einzelinjektion von
Laufpuffer bei einer Flussrate von 30 pl/min fiir 30 Sekunden und einer Stabilisa-
tionszeit von 2 min nach Injektion verwendet. Zur Auswertung wurde die Software
BIAevaluation verwendet. Alle Ergebnisse sind nach Subtraktion der Blankwerte

dargestellt.

34



Kapitel 3 Material und Methoden

3.2.3.16 Ultraschall Resonator Technologie (URT)

Zur Bestimmung der CMC in wéssriger und in proteinhaltiger Losung mittels Ul-
traschall Resonator Technologie wurde ein ResoScan® (TF Instruments GmbH,
Deutschland) verwendet. Hierbei wurden Verdiinnungsreihen von Polysorbat 80
in Wasser, PBS und Cetuximablésung direkt mit dem URT Gerét bei 20°C und

einer Basisfrequenz von 7,5MHz vermessen (Probenvolumen 200 ul, n=3).

3.2.3.17 Rheometrie

FliekRkurven wurden mit dem Rheometer MCR 300 (Paar-Physika, Ostfildern,
Deutschland) und einem Kegel-Platte System CP 50-2 (50 mm Durchmesser, 2°
Kegelneigung, Kegelspitzenabnahme: 47,00 um) aufgenommen. Mit der Tempe-
raturkontrolleinheit TEK 150 P wurde die Probentemperatur konstant auf 20°C
gehalten. Fiir die Messung wurde jeweils 1 ml Probe auf die temperierte Platte
gegeben, verteilt und anschliefsend die Viskositdtswerte in Abhingigkeit von der
Scherrate von 0 - 1000s~! bestimmt. Als charakteristischer Viskosititswert wurde

der Wert bei einer Scherrate von 100s™! verwendet.

3.2.3.18 Oberflichenspannungsmessungen

Zur Bestimmung der Oberflichenspannung wurde ein K100 MK2 Tensiometer
(Kriiss, Hamburg, Deutschland) mit einem F12 Thermostat (Julabo, Deutsch-
land) und der Software LabDesk 3.1 (Kriiss, Deutschland) benutzt. Aufgrund der
teilweise nur geringen Volumina, die zur Messung zur Verfiigung standen, wur-
de ein 5 ml-Platin-Iridium-Gefif sowie ein Platin-Iridium-Stab (Kriiss, Deutsch-
land) verwendet. Zur Bestimmung der CMC wurden Verdiinnungsreihen von
Polysorbat 80 in Standard-Formulierungspuffer, sowie von Polysorbat 80 in der
Cetuximab-Formulierung hergestellt. Als Referenzwert wurde zwischen jeder Ver-
diinnungsreihe der Wasserwert (72,0 + 0,1 mN/mm?) bestimmt. Die Dauer ei-
ner Messung betrug durchschnittlich 300s. Zur Bestimmung der CMC wurde die
Oberflichenspannung der einzelnen Verdiinnungen gegen den Logarithmus der
Tensidkonzentration aufgetragen und der Schnittpunkt der beiden resultierenden

Geraden ermittelt.
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4.1 Machbarkeitsstudie: Aufkonzentrierung von

Cetuximab

Hochkonzentrierte Proteinformulierungen mit einem Gehalt iiber 100 mg/ml sind
aktuell von grofsem Interesse in der pharmazeutischen Industrie, insbesondere,
um eine subkutane Applikation durch den Patienten selbst zu ermdglichen. Da-
bei sind die Proteinaggregation und Partikelbildung, sowie eine erhéhte Viskosi-
tit die groften Hiirden. Die Aggregation stellt ein erhebliches Qualitdtsproblem
dar und kann Schwierigkeiten im Fill-/Finish bereiten, sowie Immunreaktionen
hervorrufen [Schellekens und Casadevall, 2004]. Die hohe Viskositdt hat einen
grofsen Einfluss auf Prozessierbarkeit und Analysierbarkeit der Zubereitungen
[Shire et al., 2004] und auch auf die anschliefende Applizierbarkeit durch diinne

Kaniilen, wie sie fiir eine subkutane Applikation erforderlich sind.

Fiir die Aufkonzentrierung der Proteinarzneistofflosungen kommen unterschied-
liche Prozesse, wie Ultrafiltration, Fallung/Trocknung und Wiederaufnehmen in
weniger Losungsmittel, Losungsmittelentzug, Chromatographie- und Dialysetech-
niken in Frage [Andya et al., 2001; Bollag et al., 1996; Dani et al., 2007; Eppler
et al., 2011; Harris et al., 2004; Pohl, 1990; Shire et al., 2004]. Gegenstand der
vorliegenden Untersuchungen war die Aufkonzentrierung des monoklonalen Anti-
korpers Cetuximab. Neben Etablierung und Optimierung der Aufkonzentrierung
mittels Ultrafiltration als Standardverfahren wurde auch die Aufkonzentrierung

mittels einer partiellen Gefriertrocknung als neue Alternative untersucht. Ziel der
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Versuchsreihen war es, eine moglichst hochkonzentrierte Formulierung zu gewin-
nen und dabei die Praktikabilitdt der Konzentrierungsverfahren und die Protein-

stabilitdt zu untersuchen.

4.1.1 Aufkonzentrierung von Cetuximab mittels Ultrafiltration

Grundprinzip der Ultrafiltration ist Abtrennung bzw. Aufkonzentrierung von L&-
sungsbestandteilen im Grofenbereich von ca. 1 bis 1000 kD. Bei modernen Tan-
gentialflussfiltrations(TFF)anlagen héngt dabei die Filtrationsleistung und die
Gutbelastung entscheidend von folgenden Parametern ab: Verwendete Membran
(incl. Fliache, Material, Cut-Off), Transmembrandruck (TMP), Crossflow (CF),
Diafiltrationsdesign [Rubin und Christy, 2002; Brose et al., 2002].

Um diese Parameter zu optimieren, stehen kommerzielle Systeme zur Verfiigung.
So ist die AKTAcrossflow”, welche im Rahmen dieser Studien zum Einsatz kam,
eine vollautomatische Anlage, die zur Prozessoptimierung von Ultrafiltrationsvor-
giangen, Zellernten und auch Normalflussfiltrationen eingesetzt wird. Zusammen
mit der zugehdrigen Software ermdglicht die AKTAcrossflow™ eine schnelle und
effektive Optimierung der Filtrationsparameter in wenigen L&aufen. In vorange-
gangenen Untersuchungen wurde auf einer Millipore LabScale"-Anlage ein Stan-
dardprozess fiir die Aufkonzentrierung bis ca. 150 mg/ml entwickelt [Matheus,
2006a]. Mit Hilfe der AKTAcrossflow™ sollte der Prozess iiberpriift und optimiert
werden. Gleichzeitig sollte die Frage geklart werden, ob die maximal erreichba-
re Proteinkonzentration noch erhéht werden kann, da die AKTAcrossflow™ iiber
stiarkere Pumpen (Kolbenhub-Pumpen) und ein mechanisch stabileres Leitungs-

system im Vergleich zur Milliporeanlage verfiigt.

4.1.1.1 Optimierung des TFF Prozesses mit Hilfe der AK TAcrossflow™

Die Optimierung des Filtrationsprozesses unterteilt sich in mehrere Teilschritte:
a) TMP-Scouting Lauf bei Startkonzentration

Das TMP-Scouting dient dazu, die effizientesten Parameter fiir eine Ultra-/Diafil-

tration zu ermitteln, ohne dabei allerdings Riicksicht auf die Stabilitiat des zu
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prozessierenden Proteins zu nehmen. Bei unterschiedlichem Crossflow wird der
Flux durch die Membran bei verschiedenen Sollwerten fiir den TMP bestimmt.
Dabei wird die Abhéngigkeit des Fluxes von den beiden Parametern erkennbar.
Zu Beginn eines Filtrationslaufes nimmt er bei gegebenem CF linear mit dem
TMP zu. Durch die Bildung einer Gelschicht auf der Membran wird der Per-
meatflux von dieser und nicht mehr durch den TMP bestimmt (Abb. 4.1). In der
gellayerkontrollierten Region bleibt der Flux dann nahezu konstant bei weiterer
Erhchung des TMP. Der optimale TMP-Bereich befindet sich in dem Ubergang
zwischen druckabhingiger und druckunabhingiger Region. Um moglichst kur-
ze Prozesszeiten zu erreichen, sollte aufkerdem der CF gewihlt werden, der den

hochsten Flux ergibt.

Wasser

/ Gellayer kontrollierter Bereich

S5
rd
~,

'/ | Proteinlésung
4

Permeat Flux

Optimaler TMP

v

TMP

Abbildung 4.1: Schema der Abhingigkeit des Permeatflux vom Transmembrandruck
bei konstantem Crossflow in der Tangentialflussfiltration (nach AKTAcrossflow” Me-
thod Handbook).

b) Ultrafiltration bis zur Zielkonzentration und Ermittlung der opti-
malen Diafiltrationskonzentration aus dem Ultrafiltrationslauf

(Diafiltration-Time-Optimization)

Mit der Diafiltration-Time-Optimization ldsst sich der optimale Proteinkonzen-
trationsbereich fiir die kiirzeste Diafiltrationsdauer ermitteln, so eine Diafiltrati-
on vorgesehen ist. Dazu wird der Zusammenhang zwischen Konzentrationsfaktor

und Flux herangezogen. Es wird ein Lauf mit den zuvor ermittelten optimalen
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Parametern fiir TMP und CF durchgefiihrt. Das Maximum der Auftragung des
Produktes aus Konzentrationsfaktor und Flux gegen den Konzentrationsfaktor
zeigt den Konzentrationsfaktor an, fiir welchen die kiirzeste Diafiltrationsdauer

resultiert.
c) TMP- Scouting-Lauf bei Zielkonzentration

Ein weiteres Scouting bei Zielkonzentration wird zur Einstellung der optima-
len Prozessparameter fiir die schon héher konzentrierte Proteinlésung durchge-
fithrt. Aufgrund moglicher Erhéhung der Viskositdt und einer Membranverblo-
ckung durch aggregiertes Protein dndern sich die Filtrationsoptima im Verlauf
der Filtration mit steigender Konzentration. Der Prozess wird dahingehend an-

gepasst.
d) Evaluierungslauf mit optimierten Prozessparametern

Zur Uberpriifung der ermittelten Prozessparameter wird abschlieRend ein Evalu-

ierungslauf durchgefiihrt.

4.1.1.2 Optimierung der TTF-Bedingungen fiir Cetuximab mit Hilfe der
AKTAcrossflow™

Mit Hilfe des AKTA Methoden Wizards wurde ein Ultrafiltrationslauf fiir die
Aufkonzentrierung von Cetuximab bis auf eine Konzentration von 100mg/ml
entwickelt. Hierzu zéhlen die Optimierung von CF und TMP und die Evaluie-
rung der Diafiltrationkonzentration. Die Formulierung von Cetuximab sowie die
gewidhlten Scouting-Parameter sind in den Tabellen 4.1 und 4.2 dargestellt. Die
Scouting-Léufe wurden sowohl bei der Startkonzentration von 8,2 mg/ml Cetuxi-
mab als auch bei der Zielkonzentration von 100 mg/ml mit einer KVICK START"
Membran, 30kD, 50 cm? durchgefiihrt.

Abbildungen 4.2 und 4.3 zeigen das Ergebnis der Scouting-Laufe fiir die beiden
getesteten Konzentrationen. Hierbei ist der resultierende Flux bei den jeweils ein-
gestellten CF-Werten gegen den TMP aufgetragen. Die Membran zeigt bei einer
Proteinkonzentration von 8,2 mg/ml sowohl mit zunehmendem CF als auch TMP

einen Anstieg des Permeatfluxes. Fiir einen eingestellten CF von 2.0 bar steigt der
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Tabelle 4.1: Cetuximabformulierung fiir das TMP Scouting mit einer 30kD KVICK
START" Membran auf der AKTAcrossflow' .

Wirkstoff / Hilfsstoff Startkonzentration Zielkonzentration
Cetuximab 8,2mg/ml 100 mg/ml
Natrium-Dihydrogenphosphat * 2H,0O 0,40 mg/ml 0,40 mg/ml
Dinatrium-Hydrogenphosphat * 2H,0 1,32 mg/ml 1,32 mg/ml
Natriumchlorid 8,48 mg/ml 8,48 mg/ml

pH 7.2 7.2

Tabelle 4.2: Parameter fiir die TMP Scouting-Léaufe fiir Cetuximab bei 8,2 mg/ml und
100 mg/ml in PBS pH 7,2 mit AKTAcrossflow” und einer 30kD KVICK START~ PES
Membran.

Konzentration CF AP [bar] TMP Vorgabe [bar]

0,5
0,7

8.2mg/ml (130 ml) 1,0 0,5/0,7/10/15 /20
1,5
2,0
1,0

100 mg,/ml (130 ml) 1,5 0,5/0,7/10/15/20
2,0

Flux beispielsweise von 851m=2h~'bei einem TMP von 0,5 bar, auf 1521m=2h !
bei einem TMP von 2,0bar. Alle Kurven flachen mit zunehmendem TMP ab
und erreichen ein nahezu druckunabhéngiges Plateau. Bei der Startkonzentrati-
on von 100mg/ml ist der Flux mit 14,5 bis 191lm~2h~! schon zu Beginn gegeniiber
der 8,2mg/ml Formulierung deutlich reduziert. Auffillig ist der stark reduzierte
Flux des Scouting-Laufs mit einem CF von 2,0 bar bei geringem TMP, welcher
geringer ist, als der Flux bei 1,0 und 1,5 bar CF. Der Permeatflux bei 2,0 bar CF
steigt mit zunehmendem TMP stéirker an, so dass schon bei dem zweiten ein-
gestellten TMP der Flux hoher ist, als der der beiden anderen Scouting-Léaufen
mit geringerem CF. Aufgrund des anfangs sehr niedrigen TMP von 0,5 bar kann
zusétzlich ein inverser Flux durch den starken Druckabfall iiber die Membran

stattfinden, was in der Summe einen reduzierten Flux ergibt. Da der TMP nur
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Flux vs. TMP
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Abbildung 4.2: Permeatflux (LMH Liter pro Quadrameter und Stunde (Im~2h71))
fiir 8.2mg/ml Cetuximab in PBS, pH 7,2, in Abhéngigkeit vom TMP fiir 0,5, 0,7, 1,0,
1,5 und 2,0 bar CF.
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Abbildung 4.3: Permeatflux (LMH Liter pro Quadrameter und Stunde (Im~2h7!))
fiir 100 mg/ml Cetuximab in PBS pH 7,2, in Abhéngigkeit von TMP fiir 1,0, 1,5 und
2,0 bar CF.

den durchschnittlichen Druck, der an der Membran herrscht, widerspiegelt, be-
deutet dies, dass z.B. am Einlass der Membran der Druck noch hoch genug ist,
um eine entsprechende Menge an Filtrat retentatseitig abzupressen. Am Ende

der Membran ist der Druck allerdings schon so weit abgefallen, dass es einen
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inversen Riickstrom des Permeats in das Retentat gibt, wenn der Permeatdruck
hoher ist, als der retentatseitige Druck auf die Membran. Die ermittelten Driicke
fiir eine optimale Filtration sind somit ein TMP von 1,5bar bei einem Cross-
flow von 2,0bar (AP) fiir Ultrafiltration 1 und Diafiltration und ein TMP von
1,0 bar bei einem Crossflow von 2,0 bar fiir die Ultrafiltration 2. Diese Parameter
liegen etwas iiber den ermittelten Parametern durch Rosenberg, welche ebenfalls
eine Methodenoptimierung mit AKTAcrossflow™ durchfiihrte [Rosenberg et al.,
2009].

Das im Zuge der Aufkonzentrierung der Cetuximablosung auf die Zielkonzentrati-
on von 100 mg/ml resultierende Diagramm des Produktes aus Konzentrationsfak-
tor und Flux bei den optimierten Bedingungen gegen den Konzentrationsfaktor
ist in Abbildung 4.4 gezeigt. Nach einem linearen Ansteigen nimmt die Steigung
der Kurve ab einem Konzentrationsfaktor von 2 langsam ab, bis sie bei einem
Konzentrationsfaktor von 4,5 (entspricht 37 mg/ml Cetuximab) ein Plateau er-
reicht und anschlieffend wieder abfillt. Bei der Konzentration im Plateaubereich
kann eine Diafiltration mit dem optimalen Verhiltnis von Flux zu auszutauschen-

der Puffermenge durchgefiihrt werden.
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Abbildung 4.4: Diafiltrationszeitoptimierung zur  Ermittlung der optimalen
Diafiltrations-Konzentration bei einem TMP von 1,5bar und einem CF von
2,0 bar: Konzentrationsfaktor*Flux in Abhéngigkeit vom Konzentrationsfaktor fiir die
Aufkonzentrierung von Cetuximab von 8,2mg/ml auf 100 mg/ml.
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4.1.1.3 Vergleichender Filtrationstest auf Millipore LabScale™-Anlage
und AKTAcrossflow™

Um zu untersuchen, inwieweit die optimierten Parameter von der AKTAcrossflow”
auf andere TFF-Anlagen iibertragbar sind, wurde ein Ultra-/Diafiltrationslauf
von 11 Cetuximab 8 2mg/ml in PBS pH 7,2 mit den optimierten Parametern
sowohl auf einer Millipore Labscale” Anlage als auch auf der AKTAcrossflow”
(Membran: KVICK START" 30 kD) durchgefiihrt und in PBS, pH 6,0 und 145 mM
NaCl umgepuffert. Als Vergleichsparameter dienten die Prozesszeiten und die In-
tegritdt des Proteins, analysiert mittels Triibung und Monomergehalt. Auf der
manuell regulierbaren Millipore LabScale"-Anlage wurden Ein- und Auslassdruck
permanent nachgeregelt, sowie alle 10 Minuten der Permeatfluss bestimmt, so
dass sich fiir den TMP und den CF, analog zur AKTAcrossflow”, konstante
Werte ergeben. Die laufende Berechnung der Konzentration und des Filtrati-
onsendpunktes sollte iiber die Bestimmung des Permeatvolumens vorgenommen
werden, wie es bei AKTAcrossflow” standardmifig erfolgt. Die tatséichliche Kon-
zentration wurde UV-metrisch an Proben vor Prozessbeginn, nach dem ersten
Ultrafiltrationsschritt und nach Prozessende ermittelt und die Praktikabilitit der

volumetrischen Endpunktbestimmung beurteilt.

Die volumetrische Bestimmung durch Messung des Permeatvolumens, um eine
Endkonzentration von 100 mg/ml zu erhalten, erwies sich als nicht praktikabel
fiir Cetuximab. Die resultierende Endkonzentration war wesentlich niedriger als
errechnet. Der Gesamtprozess dauerte auf der AKTAcrossflow™ und der Millipore
LabScale"-Anlage jeweils 400 Minuten bei Endkonzentrationen von 88,4 mg/ml
bzw. 75,3mg/ml. Um die gewiinschte Endkonzentration zu erhalten, sollte die
Konzentration kiinftig weiterhin per In-Prozess-Kontrolle des Retentates ermit-

telt und der Prozess bei der gewiinschten Konzentration gestoppt werden.

Erwartungsgemifl nimmt der Flux auf der Millipore LabScale"-Anlage wihrend
der Ultrafiltration (0-120min) iiber die Zeit ab (Abb. 4.5), da die Viskositit
der eingesetzten Proteinlosung ansteigt. Wihrend der Diafiltration (120-370 min)
bleibt der Permeatfluss annidhernd konstant. Im zweiten Ultrafiltrationsschritt

nimmt der Permeatfluss mit steigender Proteinkonzentration und damit verbun-
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dener erhdhter Viskositdat und Gelschichtbildung weiter ab und betragt am Pro-

zessende nur noch 2ml/min.
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Abbildung 4.5: TFF-Prozess der Aufkonzentrierung und Umpufferung von Cetuxi-
mab von 8,2mg/ml, in PBS pH 7,2 (1000ml) auf 100 mg/ml in PBS, pH 6,0; Permeat-
volumen und -flux iiber die Zeit auf der Millipore LabScale " -Anlage.

Auch fiir AKTAcrossflow™ ist das Absinken des Flux mit steigender Proteinkon-
zentration bei gleichbleibendem TMP und CF sehr gut nachzuverfolgen (Abb.
4.6). Der leichte Fluxabfall wihrend der Diafiltration kann sowohl fiir AK TAcrossflow”
als auch fiir die LabScale” TFF mit der Anderung des pH-Wertes withrend der

Diafiltration erklart werden.

Die Anderung des Losungs-pH-Wertes wihrend der Diafiltration fiihrt zur Ver-
danderung der Ladung sowohl des Antikorpers als auch der verwendeten Mem-
bran. Mit sinkendem pH und damit Entfernung vom pl (fiir Cetuximab 8,3 [Ma-
thes, 2010; Eppler, 2012]) steigt die Viskositat von Cetuximab an, wodurch sich
der Permeatflux verringert. Die Viskositatserh6hung wird vor allem abstofenden
elektrostatischen Interaktionen zugesprochen [Matheus, 2006a|. Im Gegensatz zu

Matheus beschreiben z.B. Liu und Huismann den gegenteiligen Fall, bei dem
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Abbildung 4.6: TFF-Prozess der Aufkonzentrierung und Umpufferung von Cetuxi-
mab von 8,2mg/ml, in PBS pH 7,2 (1000 ml) auf 100 mg/ml in PBS, pH 6,0; Permeat-
volumen und -flux iiber die Zeit auf der AKTAcrossflow" .

die Viskositit einer Antikorperlosung bei einem pH nahe des pl und bei gerin-
ger Tonenstiarke zunimmt. Hier wird die Viskositdtszunahme mit anziehenden
elektrostatischen Interaktionen erklart, was auch zu einer konzentrationsabhén-
gig erhohten Selbstassoziation fiihrte [Huisman et al., 2000; Liu et al., 2005]|.
Der Permeatflux bei der Cetuximabfiltration nimmt auferdem aufgrund des mit
zunehmender Filtration steigenden Membranwiderstandes, verursacht durch Ver-
blockung und Konzentrationspolarisation im Laufe der Filtration immer weiter
ab. Durch die Konzentrationspolarisation bildet sich an der Membran ein Konzen-
trationsgefille von nicht passierbaren Losungsbestandteilen. Vor allem die Visko-
sitdtserhohung durch Aufkonzentrierung des Proteins sowie die Gelpolarisation
durch Uberschreitung der Loslichkeit der Solute sind hauptverantwortlich fiir das
Absinken des Permeatflux wihrend der Ultrafiltration [Aimar und Field, 1992;
Michaels und Matson, 1985|. Eine Verblockung der Membran durch Proteinag-
gregate kann zusédtzlich zur Reduktion des Flux fiihren. Verblockung geschieht

unabhéngig von der Aufkonzentrierung der Solute und resultiert in irreversiblen
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Modifikationen auf der Membran [Friess et al., 2010]. Anhand der Triibung war zu
erkennen, dass sich wiahrend der Filtration Aggregate, die die Membran verblo-
cken konnen, bildeten (Abb. 4.7). Die Triibung des unfiltrierten Retentats nach
der Ultrafiltration ist fiir beide Filtrationsprozesse erhoht (0,24 bzw. 0,26), im
Gegensatz zur sterilfiltrierten aufkonzentrierten Losung (0,16 bzw. 0,18). Die To-
nenstirke und der pH der Losung verdndern sowohl die Ladung von Protein als
auch von der Membran. PES-Membranen sind im vorliegenden pH-Bereich nega-
tiv geladen [Salgin, 2007], wiahrend Cetuximab bei einem pH-Wert von 6,0 positiv
geladen ist. Die resultierende elektrostatische Anziehung kann zusétzlich zu einer
vermehrten Ablagerung des Proteins bzw. gebildeter Aggregate an der Membran
und so zur Membranverblockung beitragen [Burns und van Reis, 1999]. Absorpti-
onsmessungen bei 350 nm im Retentat zu Beginn bei 8,2 mg/ml, nach der ersten
Ultrafiltration bei 37 mg/ml und am Ende des Prozesses belegen eine steigende
Triibung der Proteinldsung mit steigender Prozessdauer und Aufkonzentrierung
der Losung (Abb. 4.7). Die Lichttransmission sinkt zum einen mit steigender
Proteinkonzentration und zum anderen durch die steigende Anzahl an Partikeln,
welche wihrend des Filtrationsprozesses gebildet wurden [Carpenter et al., 1999;
Persson und Gekas, 1994; Rosenberg et al., 2009; Sukumar et al., 2004].

0,30

I Millipore LabScale
0,25 ~ 1 AKTAxflow

0,20 -

0,15 -

0,10 -

Absorption bei 350nm

0,05 -

0,00 .‘H

Start nach UF1 nach UF2 UF 2 (filtriert)

Abbildung 4.7: Triibung von Cetuximab-Lésungen aus den Filtrationsldufen mit Mil-
lipore und AKTAcrossflow" jeweils zu Beginn der TFF (8,2mg(ml), nach Ultrafiltration
1 (37 mg/ml) und Ultrafiltration 2 (88,4 bzw. 75,3 mg/ml).
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Die Bildung von Aggregatpartikeln kann auch an der Abnahme der Triibung nach
Filtration des Retentates gesehen werden. Die Triibung der filtrierten prozessier-
ten Losungen betrigt bei beiden Formulierungen ca. 180 mAU und korreliert mit
der gegeniiber dem Ausgangswert um den Faktor 10 hoheren Proteinkonzentra-
tion. Die Triibung des unfiltrierten Retentates in der LabScale™ TFF ist am Pro-
zessende bei geringerer Proteinkonzentration (75 mg/ml) geringfiigig hoher als fiir
die Losung aus der AKTAcrossflow™ (88 mg/ml) und deutet auf eine vermehrte
Entstehung unléslicher Aggregaten in der LabScale” TFF hin. Eventuell spielt
hier der unterschiedliche Pumpentyp (Kolbenhubpumpen in der AKTAcrossflow”
im Vergleich zu Diaphragmapumpe in der Millipore LabScale”-Anlage) eine Rolle,
da die Prozessbedingungen sonst gleich waren [Vandanjon et al., 1999]. Kolben-
pumpen wird im Allgemeinen ein hoherer Scherstress auf das Prozessmaterial
zugesprochen. Beispielsweise beschrieben Cromwell et al. die Zunahme von Par-
tikeln und Triibung in einer IgG Losung durch eine Kolbenpumpe im (Gegensatz
zu einer Diaphragmapumpe wéhrend der Abfiillung [Cromwell et al., 2006|. Ne-
ben dem Scherstress fiihrt die Entstehung von Luftblasen durch Kavitation beim
Pumpen zu einer vergroferten Luft/Wasser-Grenzfliche an der die Proteine ag-
gregieren konnen |Gomme et al., 2006]. Rosenberg verglich speziell den Einfluss
der Kolbenpumpen der AKTAcrossflow™ auf die Stabilitit eines mAbs mit einer
Diaphragmapumpe. Der nur geringfiigige Anstieg der Triibung und das Ausblei-
ben der Bildung l6slicher Aggregate bei Prozessierung mit den Kolbenpumpen
[Rosenberg, 2010| unterstiitzen das mit Cetuximab gewonnene Ergebnis. Somit
kann der optimierte Prozess fiir Cetuximab verwendet werden. Die angelegten
Druckparameter, vor allem der CF, liegen weit iiber dem, was zuvor im Stan-
dardprozess verwendet wurde. Der Prozess lduft erheblich schneller ab. Fiir den
Standardprozess wurde ein CF von 1bar nicht iiberschritten, bei einem TMP
von 1 bzw. 1,5bar fiir Ultrafiltration bzw. Diafiltration (vgl. Kap. 3.2.1.1). Die
mit dem Standardprozess generierten Losungen mit Konzentrationen von bis zu
100 mg/ml zur Weiterverarbeitung in anderen Experimenten zeigten einen Mo-
nomergehalt von tiber 99 %. Laut Meireles spielen vor allem Crossflow, Zeit und
die Temperatur eine grofse Rolle bei der Denaturierung von Proteinen in der
Filtration [Meireles et al., 1991]. Obwohl der Crossflow des neuen Prozesses dop-
pelt so hoch ist, scheint der dadurch entstehende erhéhte Scherstress unkritisch.

Der Permeatflux konnte durch den erhéhten CF deutlich gesteigert werden, da
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die Konzentrationspolarisation des Antikorpers an der Membran und die damit
verbundene Ausbildung einer Gelschicht reduziert wird [Colton et al., 2002|. Da-
durch verringert sich die Prozesszeit und das Protein ist dem Scherstress nur fiir

kiirzere Zeit ausgesetzt.

4.1.1.4 Einfluss von pH und NaCl Konzentration auf den TFF-Prozess

Wie in Kapitel 4.1.1.3 beschrieben beeinflussen Ionenstirke und pH-Wert die
Filtrationsleistung. Daher wurde der Einfluss von NaCl und pH-Wert auf die Fil-
trierbarkeit von Cetuximab, auch vor dem Hintergrund der spiter angestrebten
maximalen Aufkonzentrierung, untersucht. Ausgehend von einer 50 mg/ml Ce-
tuximablosung sollte durch Diafiltration in Losungen mit verdndertem pH-Wert
bzw. Tonenstirke der Einfluss auf den Permeatflux mit Hilfe der AKTAcrossflow”
direkt dargestellt werden. Hierzu wurde in zwei unterschiedlichen Diafiltrations-
prozessen jeweils einmal die Salzkonzentration und einmal der pH bei sonst gleich
bleibender Lisungszusammensetzung verandert (Tabelle 4.3). Im Experiment zur
Untersuchung des Einfluss der Ionenstirke wurde ausgehend von einem PBS-
Puffer mit 300mM NaCl auf 0mM NaCl diafiltriert. Anschiefend wurde die
NaCl-Konzentration auf 145mM eingestellt, da dies die Standardpufferkonzen-
tration fiir die hier verwendeten Cetuximabformulierungen ist. Ausgehend von
diesem Puffer (pH 7,2, NaCl 145 mM) wurde anschliefend mit derselben Cetuxi-
mablésung das pH-Einfluss-Experiment durchgefiihrt. Hier wurde bei konstanter
NaCl-Konzentration (145mM) auf einen pH von 6,0 und anschliefend wieder
zuriick auf einen pH von 7,2 diafiltriert. Der Diafiltrationsfaktor betrug jeweils
5.

Im Laufe des Diafiltrationsprozesses aus der 300 mM NaCl-Formulierung in die
0mM NaCl Losung fiel der Permeatflux durch die Membran von anfangs 60 lm=2h-!
auf 35Im=2h=! bei einer NaCl-Konzentration von 0mM (Abb. 4.8). In entspre-
chender Weise stieg der Flux bei darauffolgender Diafiltration auf 145 mM NaCl

wieder an und erreichte am Ende der Diafiltration 51 Im=2h-!.

Wie in Abbildung 4.9 zu sehen, nimmt der Flux bei einer Verdnderung des pH-
Wertes von 6,0 nach 7,2 von 53 auf 58 Im=2h~'zu.
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Tabelle 4.3: Pufferzusammensetzungen fiir das pH und NaCl Experiment mit Cetu-
ximab 50mg/ml in PBS auf der AKTAcrossflow  und einer 30kDa KVICK START"
Membran.

Experiment Startpuffer Puffer fiir Puffer fiir
Diafiltration 1  Diafiltration 2
NaCl PBS, pH 7,2, PBS, pH 7,2, PBS, pH 7,2,
NaCl 300 mM NaCl 0 mM NaCl 145 mM
pH PBS, pH 7,2, PBS, pH 6,0, PBS, pH 7,2,
NaCl 145 mM NaCl 145mM NaCl 145 mM
60,0 = 1L.DF .~
57,5 ; /./ — .
— 55!0 ; ‘/./O/‘ff' -
T 55+ **M'
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Abbildung 4.8: Anderung des Permeatflux von Cetuximab 50 mg/ml mit der NaCl-
Konzentration bei pH 6,0 bei einem TMP von 1,5 bar und einem CF von 2,0 bar.

Die pH- und Ionenstiarkeabhangigkeit des Fluxes scheinen mit der Viskositdt der
Losung wahrend der Filtration zusammenzuhéngen, da die Einfliisse reversibel
sind. Mit steigender Viskositit kann sich die Ausbildung einer Proteingelschicht
auf der Membran verstéirken und so den Flux minimieren. Eine irreversible Ver-
blockung der Membran scheint nicht aufzutreten. Die Erhéhung des Flux mit stei-
gender Salzkonzentration kann einer Erniedrigung der Viskositdt der Proteinlo-
sung bei erh6hter Tonenstérke zugesprochen werden [Liu et al., 2005]. Messungen
von Matheus ergaben eine Viskositdt von 2mPas fiir eine 50 mg/ml Cetuximab
Losung in PBS/ 145mM NaCl/ pH 7,2. Eine Erniedrigung der Salzkonzentrati-
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Abbildung 4.9: Anderung des Permeatflux von Cetuximab 50 mg/ml in PBS, 145 mM
NaCl mit dem pH bei einem TMP von 1,5 bar und einem CF von 2,0 bar.

on bewirkt eine Viskositdtserh6hung durch einen partiell abschirmenden Effekt
des Chlorid-Anions auf die abstofenden Krafte der im untersuchten pH Bereich
(pH 5,5  8,0) positiv geladenen Antikérpermolekiile zugeschrieben [Matheus,
2006¢|. Durch Erhohung der Ionenstéirke wird in der Regel die Viskositét hoch-
konzentrierter Antikorperformulierungen reduziert |Liu et al., 2005; Shire et al.,
2004]. Der Einfluss des pH-Wertes auf die Viskositét ist protein-spezifisch unter-
schiedlich [Arvinte und Fauquex, 2002; Liu und Shire, 2002; Matheus, 2006¢|. Bei
pH-Werten nahe dem isoelektrischen Punkt ist die Viskositdt von Cetuximab-
Losungen am Geringsten. Dies wurde den elektrostatischen Abstoflungskriften
der Antikdrpermolekiile untereinander bei einem pH-Wert unterhalb des pl zu-
geschrieben [Matheus, 2006¢|. Dementsprechend war der gemessene Flux umso
hoher, je niher der pH-Wert dem pl von Cetuximab von 8,3 kam [Mathes, 2010;
Eppler, 2012|. Der viskosititsbeeinflussende Effekt des pH-Wertes bei hoherer
Salzkonzentration ist relativ klein. Daher ist die Anderung des Fluxes bei pH-
Verschiebungen weniger stark ausgepriigt, als bei der Anderung der Salzkonzen-
tration [Aimar und Field, 1992; Liu et al., 2005]. Um Neben der Verdnderung der
Viskositit mit pH-Wert- und Ionenstéirkeverschiebung spielt auch die Anderung
bzw. Abschirmung der Ladung der Proteinmolekiile und auch der Membran eine

Rolle fiir den Filtratflux. Die elektrostatische Interaktion der Proteinmolekiile mit
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der Membran ist hoher, wenn Protein und Membran einen groferen Ladungsun-
terschied besitzen, was bei pH 6,0 im vorliegenden Experiment der Fall ist. Eine

stidrkere Anlagerung des Proteins an die Membran kann den Flux reduzieren.

In den beiden Experimenten wurde gezeigt, dass der Flux bei einem NaCl-Gehalt
von 300mM und einem pH von 7,2 in PBS deutlich verbessert werden konnte.
Die ermittelten Parameter und die Pufferzusammensetzung wurden nun in einem
weiteren Filtrationslauf verwendet, um zu untersuchen, wie weit sich Cetuximab
mit Hilfe der TFF-Methode aufkonzentrieren lésst.

4.1.1.5 Evaluierung der maximalen erreichbaren Aufkonzentrierung von
Cetuximab mittels TFF

Nach der Auswahl der optimalen TMP- und CF-Parameter fiir die TFF von Ce-
tuximab, wurde mit diesen in Tabelle 4.4 zusammengestellten Parametern drei
Filtrationsldufe mit der AKTAcrossflow” durchgefiihrt, um die maximale Auf-

konzentrierbarkeit von Cetuximab zu evaluieren:

Tabelle 4.4: Ubersicht iiber die gewihlten Filtrationsparameter fiir die Testliufe zur
Evaluierung der maximalen Aufkonzentrierbarkeit von Cetuximab mittels TFF auf der
AKTAcrossflow" .

Schritt TMP [bar]| Crossflow AP [bar]
Ultrafiltration 1 1,5 2,0
Diafiltration 1,5 2,0
Ultrafiltration 2 1,0 2,0

Material Cetuximab in PBS, pH 7,2; 145 mM NaCl
Diafiltrationspuffer PBS, pH 7,2; NaCl 300 mM

Membran KVICK START, 30kDa, 50cm?

Lauf 1: Aufkonzentrierung und Diafiltration mit der Standardzusammensetzung
des Diafiltrationspuffers von PBS, pH 6,0, 145mM NaCl

Lauf 2: Aufkonzentrierung und Diafiltration mit der fiir die Permeabilitdt durch

die Membran der Losung optimalen Zusammensetzung des Diafiltrationspuffers
von PBS, pH 7,2, 300 mM NaCl
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Lauf 3: Aufkonzentrierung und Diafiltration mit der fiir die Viskositdt der Lo-
sung optimalen Zusammensetzung des Diafiltrationspuffers von PBS, pH 7.2,
300mM NaCl. Zur Optimierung des Flux durch die Membran, Zwischenreini-
gung der Membran nach der Diafiltration, um die Membran soweit wie mdglich

von blockierendem Protein zu befreien.

Bei allen drei Filtrationslaufen wurde der finale Ziel-Konzentrationsfaktor so hoch
gesetzt, dass die Konzentration real nicht erreicht werden konnte, sondern dass
der Prozess durch die geridteinterne Druckkontrolle bei Erreichen eines Maximal-
druckes von 5 bar auf die Membran abgebrochen wurde. Die zum Zeitpunkt des
automatischen Abbruches erreichte Konzentration stellt die maximal erreichbare
Konzentration des jeweiligen Filtrationslaufes dar. Tabelle 4.5 fasst die Unter-

schiede zwischen den drei Filtrationslaufen zusammen.

Tabelle 4.5: Ubersicht iiber die gemessenen Parameter der drei TFF Liufe zur maxi-
malen Aufkonzentrierbarkeit von Cetuximab mit Hilfe der AKTAcrossﬂoww, startend
von 8,2mg/ml, in PBS 145mM NaCl und pH 7,2.

Parameter Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3
Formulierung nach 145mM NaCl, 300mM NaCl, 300mM NaCl,
Diafiltration pH 6,0 pH 7,2 pH 7,2
Gesamtdauer 750 min 650 min 563 min
Ultrafiltration 1 200 min 230 min 135 min
Diafiltration 370 min 270 min 283 min
Ultrafiltration 2 180 min 150 min 145 min

Erreichte Konzentra- 167 mg/ml 179 mg/ml 183 mg/ml
tion

Viskositdt nach Ende 21,7mPas 19,3 mPas 19,4 mPas
der Filtration

Monomergehalt 99,8 % 99,7 % 99,7 %
Triibung [A350] 0,998 1,078 1,083

Bei den Filtrationszeiten féllt auf, dass diese mit den optimierten Parametern
um ein Vielfaches geringer werden und so Prozesszeit und damit Stress fiir das
Protein reduziert werden kann. Die Diafiltrationszeit lief sich hierbei um etwa

100 Minuten verkiirzen. Obwohl bei Lauf 2 und 3 eine etwas hohere Cetuximab-
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konzentratrion erreicht wurde, war die Zeit fiir die Ultrafiltration um mindestens

30 Minuten kiirzer im Vergleich zur nicht optimierten Formulierung in Lauf 1.

52,5
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Abbildung 4.10: Flux in Abhéngigkeit vom Diafiltrationsfaktor wihrend der Diafil-
tration von Cetuximab bei einem Konzentrationsfaktor von 4,5 (entspr. 37 mg/ml Cetu-
ximab) auf AKTAcrossflow ; ® Lauf1 (unten): nicht optimierte Pufferzsammensetzung
fiir den Flux (NaCl 145mM, pH 6,0) ; A Lauf2 (oben): optimierte Pufferzusammenset-
zung zur Erhohung des Flux (PBS, pH 7,2, 300 mM NaCl).

Abbildung 4.10 zeigt, wie sich der Flux durch die Membran bei Lauf 1 und 2
wahrend der Diafiltration verhélt. Der unterschiedliche Kurvenverlauf ist auf die
Pufferzusammensetzung der Diafiltrationspuffer zuriickzufiihren. Mit steigender
Salzkonzentration und steigendem pH (Lauf 2) nimmt der Flux im Laufe der
Diafiltration zu. Unterschiede bis zu 12,5 1/m?h sind gegen Ende der Diafiltration

zwischen Lauf 1 und Lauf 2 erkennbar.

In Abbildung 4.11 ist exemplarisch der Verlauf der zweiten Ultrafiltrationsstufe
von Lauf 3 der Untersuchungen zur maximalen Aufkonzentrierung von Cetuximab
von 40 mg/ml auf die erreichbare Endkonzentration dargestellt. Kurz vor Errei-
chen von 150 min Filtrationszeit ist erkennbar, dass TMP und CF, ebenso wie der
Membranflux, anfingen, stark zu schwanken. Der Abbruch der Filtrationen erfolg-
te, wie bei allen drei Laufen, automatisch durch die Anlage bei Erreichen dieses
Zustandes. Die final erreichte Proteinkonzentration fiir Lauf 3 betrug nach au-
tomatischem Abbruch des Prozesses 183 mg/ml. Der Konzentrationsunterschied

zwischen Lauf 2 und 3 ist mit 4 mg/ml Unterschied nur minimal, in Lauf 1 wurde
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Abbildung 4.11: Ultrafiltrationsschritt 2 von Lauf 3: Ermittlung des Endes der Ul-
trafiltration von Cetuximab in PBS, pH 7,2 mit 300 mM NaCl zur Erreichung der Ma-
ximalkonzentration auf AKTAcrossﬂowTM; das Ende ist erkennbar durch Entgleisen von
TMP und AP und dem Absinken des Flux auf 0. Die Anlage schaltete am Ende der
aufgezeichneten Daten automatisch ab.

hingegen nur 167 mg/ml erreicht, was einen Unterschied von rund 16 mg/ml zu
Lauf 3 ausmacht. Die héhere Viskositat der Losung von Lauf 1 bei gleichzeitig
geringerer Proteinkonzentration spiegelt den Einfluss der geringeren Ionenstéarke
und pH wieder. Durch die erhéhte Viskositdt und dadurch resultierende Bildung
einer Gelschicht auf der Membran bzw. deren Verblockung kann der "vorzeitige"
Abbruch der Filtration schon bei 167 mg/ml durch Ubersteigung der Kapazitit
der Pumpen erkldrt werden [Shire et al., 2004]. Die Viskositidten der resultieren-
den Losungen von Lauf 2 und 3 sind wiederum gleich, da hier die gleiche Puffer-
zusammensetzung vorlag. Die Zwischenreinigung der Membran um adsorbiertes
Proteinmaterial zu entfernen und so diesen Faktor der Fluxlimitierung zu entfer-
nen zeigte keinen groflen Vorteil in Bezug auf maximale Konzentration und Zeit.

Ein Hauptgrund fiir die Grenze der Aufkonzentrierbarkeit mittels TFF scheint
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also durch die Viskositat der Losung und der damit einhergehenden Bildung ei-
nes Gellayers bedingt zu sein. Der Permeatflux hingt laut Brose antiproportional
vom Widerstand der Filtrationsmembran ab. Dieser Widerstand schliefit neben
der Porengrofe der Membran auch den des gebildeten Gellayers ein [Brose et al.,
2002|. Die Verblockung der Membran durch Partikel wihrend des Filtrations-
prozesses, wie durch Maruyama und Huismann beschrieben, scheint somit nicht
den limitierenden Faktor fiir die Aufkonzentrierung des Proteins darzustellen.
Moglicherweise konnte durch den optimierten, erhohten CF eine Verblockung der
Membran und die Bildung einer Gelschicht aber deutlich reduziert werden [Huis-
man et al., 2000; Le und Howell, 1985; Maruyama et al., 2001]. Eine Uberpriifung
des Monomergehaltes mittels SE-HPLC fiir alle drei Filtrationslédufe ergab einen
Anteil von mind. 99,7 % bei einer Triibung von 1,08. Mit 183 mg/ml wurde in ei-
nem schnellen Prozess eine um mehr als 10 mg/ml héhere Konzentration erreicht
als in vorangegangenen Studien mit der Millipore LabScale”-Anlage [Matheus,

2006a| in TFF-Experimenten erreichte.

4.1.2 Aufkonzentrierung von Cetuximab mittels Lyophilisation

Ziel der nachfolgenden Untersuchungen war die Aufkonzentrierung von Cetuxi-
mab mittels Gefriertrocknung, zum FEinen komplett mit nachfolgender Rekon-
stitution in einem geringeren Losungsmittelvolumen und zum Anderen partiell
direkt auf eine Zielkonzentration hin. Der erste Ansatz ist bereits etabliert und
in der Literatur beschrieben [Shire et al., 2004]. Durch die Rekonstitution des
Lyophilisates mit einer geringeren Menge an Losungsmittel, lassen sich auf ein-
fache Art sehr hohe Proteinkonzentrationen erzielen. Der Nachteil der Methode
ist die gleichzeitige Aufkonzentration der Hilfsstoffe, was beispielsweise zu pH-
Verschiebungen aufgrund Aufkonzentrierung der Puffersalze sowie Entstehung
einer hypertonen Injektionslosung fithren kann [Shire et al., 2004|. Die Methode
der Aufkonzentrierung einer Proteinformulierung per Gefriertrocknung im Vial
ist bereits patentrechtlich geschiitzt [Andya et al., 2001]. Daher sollte im zwei-
ten Ansatz eine weitere Methode zur Aufkonzentrierung mit Hilfe der partiellen
Gefriertrocknung untersucht werden. Mit der partiellen Gefriertrocknung wiirden
in erheblichem Mafe Zeit und Geld eingespart, da nicht vollstindig getrocknet

wird, sondern nur soviel Wasser wie notig aus der Losung entzogen wird. Nach
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dem Auftauen sollte sich die entsprechende Zielkonzentration einstellen. Diese
Methode ware hauptsachlich fiir eine Aufkonzentrierung des Proteins im Bulk
geeignet. Die Trocknungsrate in Vials wihrend des Lyophilisationsprozesses kann
mit deren Position im Trockner stark schwanken. In Abhéngigkeit vom Design
des Gefriertrockners konnen erhebliche Schwankungen in der Stellflichentempe-
ratur iiber die Flache vorherrschen, des weiteren beeinflussen Warmestrahlung
von der Kammerwéinde sowie die benachbarten Vials die Sublimationsrate von
Vial zu Vial [Chang und Patro, 2004; Overcashier et al., 1999]. Eine partielle
Trocknung in Vials wiirde somit zu unterschiedlichen Konzentrationen von Vials
zu Vial fiihren. Voraussetzung fiir beide Verfahren ist eine einfache, stabile For-
mulierung, welche mit wenigen Hilfsstoffen auskommt, um maximale Flexibilitit
im Rekonstitutions- bzw. Konzentrations- und Formulierungseinstellungsschritt

im Rahmen einer Produktion zu haben.

4.1.2.1 Ermittlung der optimalen Saccharosekonzentration fiir die

Gefriertrocknung

Ausgangspunkt der Formulierungsentwicklung fiir die Gefriertrocknung war ei-
ne Formulierung mit 40 mg/ml Cetuximab in PBS, pH 6,0 (siche Tabelle 4.6).
Saccharose ist ein hdufig verwendeter Kryo- und Lyostabilisator [Cleland et al.,
2001; Kerwin et al., 1998]. Cleland beschrieb ein molares Verhéltnis von 360:1
Lyoprotektor zu Protein, welches in der Lage ist, das Protein wihrend der Ly-
ophilisation und anschliefsenden Lagerung zu stabilisieren. Stabilitatskriterium
war dabei die Lagerstabilitiat bei 40°C/ 75 % r.h. iiber 33 Monate. Im vorliegen-
den Falle ist eine kurzfristige Stabilisierung wiahrend des Lyophlisationsprozesse
ausreichend. Daher wurde eine Gefriertrocknung in Gegenwart unterschiedlicher
Konzentrationen an Saccharose durchgefiihrt und Proben anschliefend durch op-
tische Kontrolle, SE-HPLC, Priifung auf nicht-sichtbare Partikel, Triibungsmes-
sung, und Restfeuchtebestimmung charakterisiert. Fiir die Trocknung wurden die
in Tabelle 4.6 aufgefiihrten Formulierungen hergestellt und mit dem Standard Ge-
friertrocknungsprogramm getrocknet (vergl. Kap. 3.2.1.4). Hierbei wurden zwei
verschiedene Sekundédrtrocknungstemperaturen untersucht: 20°C und 40°C. Die

Formulierungen wurden zum Einen direkt nach Trocknung untersucht sowie nach
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4 Wochen Lagerung bei 40°C/75 % r.h.. Die Rekonstitution erfolgte zur Analyse

wieder auf die Startkonzentration von 40 mg/ml.

Tabelle 4.6: Zusammensetzung und Sekundirtrocknungstemperatur der Gefriertrock-
nungsformulierungen fiir Cetuximab 40 mg/ml fiir den Stabilitdtstest im Rahmen der
Saccharosekonzentrationsoptimierung.

Probe Bezeichnung Saccharose Sekundidr- Formulierung
[mM] trocknungs-
temperatur
[*C]
A S0 / 20 0 20
B S20 / 20 20 20
C S80 / 20 80 20 Cetuximab
40 mg/ml,
D $120 / 20 120 20 Phosphatpuffer
E S0 / 40 0 40 10mM, pH 6,0,
0,01 %
F S20 / 40 20 40 Polysorbat
G S80 / 40 80 40
H S120 / 40 120 40

Alle Proben trockneten als kompakte Kuchen (Abb. 4.12). Proben ohne und
mit nur 20mM Saccharose wiesen deutliche Risse und Schrumpfung auf, nicht
hingegen aber Lyophilisate mit 80 und 120 mM Saccharose. Dabei war kein signi-
fikanter Einfluss der Sekundartrocknungstemperatur erkennbar. Nach 4 Wochen
Lagerung bei 40°C/75 % r.h. blieben die Proben optisch unverandert (Abb. 4.13).
Alle Proben konnten binnen 3 Minuten rekonstituiert werden, wobei es bei allen
Lyophilisaten zur Bildung von Schaum wihrend der Rekonstitution kam, der

wiederum nach einigen Minuten zerfallen war.

Der per SE-HPLC ermittelte Dimer-Startwert fiir die noch nicht getrockneten
Proteinlosungen liegt einheitlich bei 0,2% (Abb. 4.14). Nach der Trocknung er-
hohte sich der Dimergehalt in den Formulierungen ohne und mit 20 mM Saccha-
rose, wihrend er bei hoherem Zuckeranteil (80 und 120 mM) nicht anstieg. Die
Unterschiede durch die Sekundartrocknungstemperatur waren nicht signifikant,
auch wenn der Eindruck eines leichten Trends zur stdrkeren Schidigung bei h6he-

rer Sekundartrocknungstemperatur besteht, der aber vor allem auf einem Unter-
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Abbildung 4.12: Cetuximab-Lyophilisate (40 mg/ml Cetuximab in PBS, pH 6,0) mit
unterschiedlichen Saccharoseanteilen und Sekundartocknungstemperaturen von 20°C
bzw. 40°C direkt nach der Lyophilisation.: (A) 0S / 20; (B) 20S / 20 (C) 80S / 20
(D) 120S / 20 (E) 0S / 40 (F) 20S / 40 (G) 80S / 40 (H) 120S / 40.

schied zwischen den saccharosefreien Formulierungen beruht. Bei diesen Proben
ist auch am ehesten mit einem negativen Einfluss der Sekundéartrocknungstem-
peratur zu rechnen. Nach vier Wochen Lagerung bei 40°C/ 75 % r.h. stieg der
Dimergehalt in allen Proben an. Dabei wiesen die Proben mit héherem Saccha-
rosegehalt jedoch eine hoéhere Stabilitdt auf. Der Unterschied im Dimergehalt
nach Lagerung zwischen den Lyophilisaten mit 80 und 120 mM Saccharose war

gering.
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Abbildung 4.13: Cetuximab-Lyophilisate (40 mg/ml Cetuximab in PBS, pH 6,0) mit
unterschiedlichen Saccharoseanteilen und Sekundéartocknungstemperaturen von 20°C
bzw. 40°C nach 4-wochiger Lagerung bei 40°C / 75% r.h.: (A) 0S / 20; (B) 20S /
20 (C) 80S / 20 (D) 120S / 20 (E) 0S / 40 (F) 20S / 40 (G) 80S / 40 (H) 120S / 40.

Zur Analyse groferer unloslicher Aggregate, die eine Triibung hervorrufen [Mah-
ler et al., 2009a; Zolls et al., 2012], wurde die Absorption der Losung bei 350 nm
analysiert. Die Losungen vor Lyophilisation wiesen eine Absorption von ca. 130
bis 160 mAU auf. Die Proben mit einem hohen Saccharosegehalt waren nach
Lyophilisation unverdndert. Hingegen zeigten Lyophilisate ohne und mit 20 mM
Saccharose nach Rekonstitution leichte erh6hte Triibungswerte. Lagerung fiir vier
Wochen bei 40°C / 75 % r.h. fiihrte zu keinem Anstieg der Triibungswerte (Abb.
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Abbildung 4.14: Dimergehalt fiir Cetuximalyophilisate nach Rekonstitution bei t 0
und nach 4 Wochen Lagerung bei 40°C / 75 % r.h.

4.15). Somit korrelieren die Triibungswerte mit den Ergebnissen der SEC Mes-
sungen und belegen die Bildung von Aggregaten in Proben ohne und mit wenig
Saccharose im Laufe der Lyophilisation, im Laufe der Lagerung nehmen offenbar

die Dimere zu, wihrend keine grofseren Partikel entstehen.

Die Anzahl an nicht sichtbaren Partikeln > 10 ym sowie > 25 pum in den Formu-
lierungen liegen innerhalb der Spezifikationen, die durch das Ph. Eur. gefordert
werden (<6000/ml fir > 10 ym und <600/ml fiir > 25um) [Ph.Eur., 2008b|.

Die Werte sind nicht deutlich erh6ht und weisen Schwankungen auf, welche aber
innerhalb der Spezifikation bleiben (Abb. 4.16).

Wie erwartet, besafen die Proben, die bei niedrigerer Sekundértrocknungstempe-
ratur getrocknet wurden, auch einen hoheren Restfeuchteanteil (Abb. 4.17). Bei
Lyophilisaten mit 120 mM Saccharose, welche eine Sekundértrocknung bei 20°C
erfuhren, wird ein Maximalwert von ca. 1% erreicht, da durch den hohen Sac-
charoseanteil das Haftwasser schlechter entweichen konnte. Verdnderungen der

Restfeuchte in Folge der Lagerung waren nicht signifikant.

60



Kapitel 4 Ergebnisse und Diskussion

0,30 -

N Start
1 4w/ 40°C, 75%r.h.
0,25 -
£ O Vor Lyophilisation
c
2 0,20 -
)
@
Qo
e 0,15 -
0
2
1
o 0,10 -
@
!
<
0,05 -
0,00

S0/20
S20/20
S80/20

$120/20

S0/ 40
S20/ 40
S80/40

S$120/ 40

Abbildung 4.15: Triibung der rekonstituierten Lyophilisate bei t 0 und nach
4 Wochen Lagerung bei 40°C / 75 % r.h.
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Abbildung 4.16: Partikelanzahl der rekonstituierten Cetuximab Lyophilisate bei t 0
und nach 4 Wochen Lagerung bei 40°C / 75 % r.h. durch Lichtblockademessungen fiir
Partikel > 10 um (links) und > 25 um (rechts).

Die Glasiibergangstemperatur (Tg) der 80 mM und 120 mM Saccharoseformulie-
rungen nach 20°C Sekundartrocknung ist mit 74°C und 72°C aufgrund des héhe-
ren Wassergehaltes um ca. 10°C niedriger, als nach Sekundartrocknung bei 40°C
(82°C). Im Falle der Proben ohne oder mit 20 mM Saccharose war die Tg nicht

auswertbar. Grund hierfiir konnte ein zu hoher Protienanteil in Relation zum
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Abbildung 4.17: Restfeuchtebestimmungen der Lyophilisate bei t 0 und nach
4 Wochen Lagerung bei 40°C / 75 % r.h. mit Hilfe der Karl-Fisher Titration.

Zucker sein |[Breen et al., 2001]. Die gemessenen Werte sind mit der Literatur
vergleichbar. Liickel bestimmte fiir eine saccharosehaltige IL-6-Formulierung eine
Restfeuchte von 0,7 % vor Lagerung und eine Tg von 66,5°C [Lueckel et al., 1998|.
Die Antikorperlyophilisate von Breen et al. wiesen eine Tg von 80°C bei Rest-
feuchten von 1% auf [Breen et al., 2001|. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
wurde fiir die nachfolgenden Experimente ein Saccharosegehalt von 120 mM ge-
wahlt, um eine gute Stabilitit zu gewihrleisten. Die fiir alle weiteren Experimente
gewidhlte Formulierung der Losung ist in Tabelle 4.7 aufgefiihrt.

Tabelle 4.7: Optimierte Cetuximabformulierung.

Wirkstoff / Hilfsstoff Konzentration

Cetuximab 40 mg/ml
Saccharose 120 mM
Phosphatpuffer 10 mM
Polysorbat 0,01 %
pH 6,0
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4.1.2.2 Lyophilisation und anschlieBende Rekonstitution mit weniger
Fliissigkeit

Die Rekonstitution der Lyophilisate (Formulierung s. Tab. 4.7), diente als Aus-
gangspunkt fiir die Herstellung héherkonzentrierter Formulierungen durch Re-
konstitution mit weniger Fliissigkeit als durch Lyophilisation entfernt. Jeweils
1 ml Cetuximabformulierung wurde zuvor im Standard-Gefriertrocknungsprozess
lyophilisiert. Ausgehend von 200 ul wurde das Rekonstitutionsvolumen schritt-
weise verringert, bis sich die Probe nicht mehr vollstindig auflésen lief. Die Re-
konstitution erfolgte mit drei unterschiedlichen Rekonstitutionsmedien, um zu
untersuchen, ob deren Zusammensetzung eine Auswirkung auf die Losungsge-
schwindigkeit und die erreichbare Konzentration hat. Es wurde Wasser fiir In-
jektionszwecke, eine 0,3 %ige Polysorbat 80  Losung und eine 150 mM NaCl-
Losung verwendet. Die Losungen wurden auf vollstindiges Auflésen, Aussehen
und Viskositidt hin untersucht. Fiir spatere Applikation mittels Spritze sollte ei-
ne applizierfahige Losung eine Viskositidt von ca. 200mPaS bei durchschnittlicher
Scherrate von 100 - 150s™! nicht iiberschreiten [Al-Hammami und Richards, 1996;
Hatefi und Amsden, 2002; Okumu, 2001].

Wie in Tabelle 4.8 zusammengefasst, l6sten sich bis zu einem Rekonstitutionsvo-
lumen von 80 ul alle Proben ziigig nach Fliissigkeitszugabe. Es konnten hierbei
keine Unterschiede in Bezug auf die unterschiedlichen Rekonstitutionsmedien fest-
gestellt werden. Erst ab einem Volumen von 50 pul wurde die Rekonstitutionszeit
deutlich langer, {iber 6 Stunden, bis sich bei einer Zugabe von 30 ul das Lyophi-
lisat nicht mehr vollstandig auflosen lief. Die Beschaffenheit des Produktes bei
50 pl Rekonstitutionsfliissigkeit war zah und gelartig. Eine UV-metrische Konzen-
trationsanalyse der mit 80 ul rekonstitutierten Lyophilisate ergab einen Wert von
330 mg/ml Cetuximab. Mit der Methode der Rekonstitution des Lyophilisates in
einem geringeren Volumen lieffen sich im Vergleich zur TFF weitaus hohere Cetu-
ximabkonzentrationen erreichen. Zusatzlich wurde fiir diese Probe die Viskositét
mit und ohne NaCl-Zusatz der Rekonstitutionsfliissigkeit bestimmt. Es zeigte sich
eine deutliche Viskositdtserniedrigung der Proteinlésung bei NaCl-Zusatz (vgl.
Abb. 4.18. Zudem zeigten beide Losungen ein fiir hher konzentrierte Makromo-
lekiillosungen typisches nicht-newton’sches Fliefsverhalten, mit einem Abfall der

Viskositét bei steigender Scherrate. Die Viskositdt kann vor allem durch elektro-
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Tabelle 4.8: Rekonstitutionsverhalten der Lyophilisate in Wasser, 0,3 %iger Polyso-
batlosung und 150 mM NaCl-Losung: Es gab keinen Unterschied in der Losungsge-
schwindigkeit zwischen den unterschiedlichen Rekonstitutionsmedien, daher sind diese
zusammengefasst dargestellt.

Rekonstitutions- 15s 5 min 1h 6h 24h
volumen

200 pl ++

180 ul ++

150 pl - +

130 pl - +— n

100wl - - "

90 - - +

80 ul —— - i

50 pl - — - - ¥

30 ul - S - S -

++  Sehr schnelle Rekonstitution binnen Sekunden

+  Schnelle Rekonstitution binnen Minuten

*=  Durch starke Schaumbildung Rekonstitution nicht erkennbar
Wenig Feststoff noch vorhanden

Feststoff vorhanden

~~~ Keine Loslichkeit erkennbar

statische Wechselwirkungen der Proteine untereinander begriindet werden |Liu
et al., 2005; Saluja und Kalonia, 2008|. Durch die Erhéhung der Ionenstérke,
wie hier durch den Zusatz von NaCl kann diese elektrostatische Wechselwirkung
herabgesetzt und die Viskositat erniedrigt werden. Tabelle 4.9 zeigt die Prote-
inkonzentrationen und Viskositdten bei einer Schubspannung von 100s~! einiger

mit 150 mM NaCl-Losung rekonstitutierter Zubereitungen.

Die Viskositdt steigt mit zunehmender Proteinkonzentration exponentiell an. Bei
180 mg/ml Cetuximab korreliert sie mit 19,2mPas sehr gut mit den Werten,
die auch fiir die Losungen aus der Aufkonzentrierung mittels TFF in Kapi-
tel 4.1.1.5 gemessen wurden. Eppler bestimmte fiir eine 100 mg/ml Cetuximab-
Formulierung, pH 7,2 eine Viskositit von 5 mPas, was etwas unterhalb des hier

gemessenen Wertes liegt [Eppler, 2012|, allerdings ist nicht bekannt, bei welcher
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Abbildung 4.18: Viskositat von Cetuximab 330 mg/ml nach Rekonstitution mit Was-
ser fiir Injektionszwecke bzw. 150 mM NaCl-Losung.

Tabelle 4.9: Viskositdt von Cetuximab-Lésungen nach Rekonstitution mit 150 mM
NaCl-Losung fiir Injektionszwecke auf die entsprechenden Konzentrationen.

Cetuximabkonz. Viskositat

1 mg/ml 1,1 mPas
10 mg/ml 1,2mPas
100 mg/ml 9,5 mPas
180 mg/ml 19,2mPas
330 mg/ml 6000 mPas

Scherrate der Wert gemessen wurde. Der Wert von Matheus von ca. 8 mm?/s
bei 100 mg/ml Cetuximabkonzentration kann aufgrund des Fehlens der exakten
Dichte der Losung nicht genau auf die dynamische Viskositit umgerechnet wer-
den [Matheus, 2006a]. Liu et al. erhielten 25 mPas fiir eine 100 mg/ml Antikor-
performulierung, 60 mPas bei 125 mg/ml und 500 mPas bei 200 mg/ml (Scherrate
200s7!) |Liu et al., 2005]. Auch hier ist gut zu erkennen, dass die Viskositdt ab
100 mg/ml nahezu exponentiell ansteigt. Im Gegensatz zu Liu wurde von Rosen-
berg eine Viskositidt von nur 13,8 mPas bzw. 27,7 mPas fiir zwei Antikorper bei
200 mg/ml gemessen |[Rosenberg, 2010]. Die Messungen wurden allerdings mit ei-

nem Vibro-Viskosimeter durchgefiihrt und kénnen daher nicht direkt mit den an-
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deren Werten verglichen werden. Bei dieser Methode wird die Energie gemessen,
die notwendig ist, zwei Sensorplatten bei gleich bleibender Frequenz im viskosen
Medium am Schwingen zu halten. Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen
stehen in Zusammenhang mit den Unterschieden zwischen den Proteinmolekii-

len, der Formulierung und auch der Messparameter [Shire, 2009].

Die Rekonstitution in weniger Losungsmittel bietet eine schonende Methode, um
eine hochkonzentrierte Cetuximab Losung zu erhalten. Obwohl die Formulierung
mit 120mM Saccharose als Startkonzentration in der Losung einen relativ ho-
hen Zuckergehalt aufwies, wurden Konzentrationen bis zu 330 mg/ml Cetuximab
(enthélt ca. 36 % Saccharose) erreicht, welche mit der gemessenen sehr hohen
Viskositét allerdings nicht mehr injizierbar waren. Evtl. kénnte durch eine Op-
timierung der Formulierung, beispielsweise eine Optimierung von Zucker- oder

Pufferkonzentration, die Viskositit reduziert werden.

4.1.3 Aufkonzentrierung durch partielle Lyophilisation

Proteinlosung
(z.B. 500ml @ 20mg/ml)

l Einfrieren, partielle Lyophilisation

Partiell getrocknetes Produkt:
Oben Lyophilisatkuchen, unten
gefrorene Losung

l Auftauen, in situ Rekonstitution

Aufkonzentierte Proteinlosung
(z.B.100ml a 100mg/ml)

Abbildung 4.19: Schema der partiellen Lyophilsation zur Aufkonzentrierung von Pro-
teinen in Bulkl6sung.
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Die Aufkonzentrierung durch Rekonstitution von Cetuximablyophilisaten zeigte,
dass durch diese Technik sehr hohe Konzentrationen erreichbar sind. Allerdings
ist das Verfahren der Lyophilisation und Rekonstitution mit weniger Fliissigkeit
patentgeschiitzt [Andya et al., 2001]. Aukerdem ist der zeitliche und damit fi-
nanzielle Aufwand durch den langen Gefriertrocknungsvorgang hoch. Gerade die
Primértrocknung nimmt dabei viel Zeit in Anspruch. Ziel war es daher, die Zeit
der Sekundéartrocknung und eines Teils der Primértrocknung einzusparen, indem
die Lyophilisation nur partiell durchgefiihrt wird, bis zum Punkt der gewiinschten
Proteinkonzentration (Abb. 4.19).

Die Sublimationsrate des entweichenden Wassers wird im Falle des Lyophilisati-
onsproduktes nicht linear sein, da dem ungehinderten Massentransfer des Wassers
vor allem die Poren des Lyophilisatkuchens mit fortschreitender Trocknung entge-
genstehen. Den Gesamtproduktwiderstand beschreibt Overcashier mit folgender

Formel:

m 1
A :R X(PO—PU)

P

bS]

Dabei stellen Aﬂp die spezifische Sublimationsrate, }?ip den normalisierten Pro-
duktwiederstand und (P, - P,) den Druckgradienten zwischen Dampfdruck des
Eises an der Sublimationsfront und dem Druck in der Trocknungskammer dar.
Die Sublimationsrate ergibt sich dabei aus der Antriebskraft, dem Druckgradi-
enten und dem Sublimationswiderstand und verhélt sich umgekehrt proportional
zum Gesamtwiderstand des Produktes [Overcashier et al., 1999]. Neben den Wi-
derstdnden von Stopfen und Trocknungskammer, stellt die bei der Trocknung
entstehende porose Produktschicht den groften Widerstand fiir das sublimieren-
de Wasser dar. Dieser Widerstand wéchst mit fortschreitender Trocknung, da
das Wasser zuerst von der Oberflache absublimiert. Der Sublimationswiderstand
wird so mit fortschreitender Trocknung grofer und die Sublimationsrate geringer
[Chang und Patro, 2004].

Fiir die Durchfiihrung der Versuchsreihe wurden Lyoguard® Container der Fir-
ma Gore® verwendet (Abb. 4.20). Boden und Winde dieser Container mit einem

maximalen Volumen von 110 ml bestehen aus Polypropylen. Die semipermeable
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GORE TEX® -Membran (Polytetrafluoerethylen) im Deckel erméglicht ein asep-

tisches Gefriertrocknen.

Abbildung 4.20: Verwendete Gore®Lyoguard ® Container fiir die Aufkonzentrierung
von Cetuximab durch partielle Gefriertrocknung (Bildquelle: www.gore.com).

4.1.3.1 Bestimmung der Sublimationsrate von Wasser aus Lyoguard®

Containern

Die Abschétzung der Sublimationsrate aus den Lyocontainern beim verwendeten
Priméartrockenverfahren bei -25°C Stellflichentemperatur und 0,05 mbar erfolgte
zundchst anhand von Wasserversuchen. Nach Befiillung der Container mit 50 ml
Wasser wurde die Gesamtsublimationsdauer mit dem Standardgefriertrocknungs-
lauf anhand des Zeitpunktes, an dem der Kammerdruck unter den temperaturspe-
zifischen Wasserdampfdruck fallt, ermittelt. Die Masse an sublimiertem Wasser
iiber die Zeit wurde durch Auswiegen von Containern zu zwei unterschiedlichen
Zeitpunkten wihrend des Prozesses bestimmt (Abb. 4.21). Die Sublimationsra-
te berechnete sich aus der sublimierten Wassermenge pro Zeit und Fliche und
betrug fiir Wasser 0,0486 g/h*cm?.
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Abbildung 4.21: Primirtrocknung und Sublimation von 50 ml Wasser iiber die Zeit
bei -25°C Stellfliichentemperatur und 0,05 mbar aus Lyoguard® Container.

4.1.3.2 Aufkonzentrierung von Cetuximab in Lyoguard® Containern

Die Wassersublimationsrate sollte als Ausgangspunkt fiir eine vereinfachte Ab-
schitzung der Wassersublimation aus der Antikérperlosung dienen. Lisst man
den Sublimationswiderstand aufser Acht, so ergibt sich bei einer 45 ml Befiillung
mit Cetuximab 40 mg/ml in PBS, pH 6,0 und 120 mM Saccharose und Zielkon-
zentration von 100 mg/ml Cetuximab eine Trocknungszeit von 16,8 h. Nach einer
zusétzlich aufgeschlagenen Zeit von 3 h fiir die geringere Sublimationsrate aus der
Losung im Vergleich zu reinem Wasser, wurde der Prozess nach insgesamt 20,4 h
beendet. Das erhaltene partiell getrocknete Produkt, bestehend aus einer noch
nicht sublimierten gefrorenen Losungsschicht und priméargetrocknetem Lyophili-
sat wurde bei Raumtemperatur zum Auftauen und Rekonstitutieren equilibiert.
Durch Wégung nach dem kompletten Auflésevorgang ergab sich eine Proteinkon-
zentration von 92 mg/ml, was nur gering von der Zielkonzentration abweicht. Um
zu einer noch hoheren Zielkonzentration von 150 mg/ml zu gelangen, errechnete
sich somit bei einem (Gesamtwasserentzug von 33 ml und einer neuen Sublima-
tionsrate von ca. 0,0343 g/h*cm? eine Gesamttrocknungszeit von ca. 28 h. Eine
Produktanalyse nach dieser Trocknungszeit lieferte sogar eine mit 180 mg/ml 20 %

iiber dem Erwartungswert liegende Konzentration.
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Das Aussehen der Proben nach der partiellen Gefriertrocknung und nach dem
Auftauen bei Raumtemperatur gibt Abbildung 4.22 wieder. Auf den Produk-
ten entsteht zunéchst eine trockene, hautartige Schicht, welche den kollabierten
Lyokuchen {iber der aufgetauten Losung darstellt. Diese Schicht 16ste sich bei La-
gerung iiber Nacht bei 2-8°C komplett auf. Der partielle Gefriertrocknungsprozess
schadete dem Antikdrper nicht und der Monomergehalt blieb nach beiden Pro-
zesszeiten iiber 99,2 %, wie im Ausgangsmaterial. Die visuelle Kontrolle liel keine
sichtbaren Partikel erkennen. Die A350-Triibungswerte stiegen von 135 mAU fiir
die 8,2mg/ml Protein-Startlosung auf 205 bzw. 211 mAU nach der Aufkonzen-
trierung auf 91 bzw. 180 mg/ml und liegen fiir diese Konzentrationen im normalen
Bereich. Die iiberméfige Bildung subvisueller Partikel kann also ausgeschlossen

werden.

Abbildung 4.22: Lyocontainer mit 91 mg/mL nach 20,4h Primértrocknung (links)
und Auftauen (rechts) (A) und 180 mg/mL nach 28 h Primértrocknung (links) und
nach Auftauen (rechts) (B). Bei beiden Proben ist der nach dem Auftauen noch nicht

vollstdndig rekonstituierte "Lyophilisatkuchen" erkennbar.

Basierend auf dieser ersten Evaluation wurden weitere partielle Gefriertrock-

nungsprozesse durchgefiihrt, um die gewonnenen Ergebnisse auszuweiten. Dabei
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wurde die Stellflachentemperatur wihrend der Trocknung auf -20 oder -25°C ein-
gestellt und der Auftauprozess wurde direkt anschliefsend ebenfalls in der Gefrier-
trocknungsanlage, unter kontrollierten Bedingungen, bei 30 oder 40°C Stellfla-
chentemperatur durchgefiihrt. Dreimalige Wagung wihrend der Trocknungsphase
sollte die Berechnung eines definierten Wasserverlustes gewahrleisten, um zielge-
richtet eine Konzentration von ca.160 mg/ml Cetuximab zu erreichen. Die Zeit bis
zum Trocknungsprozessende wurde, wie in Abbildung 4.23 exemplarisch fiir die
Trocknung bei -20°C gezeigt, aus dem polynomialen Fit der Wasserverlustkurve
ermittelt. Der Auftauschritt wurde direkt an den finalen Trocknungsschritt ange-
schlossen, ohne nochmalige Kontrolle des Wasserverlustes. Das Auftauen wurde
im 15 min-Takt bis zur vollstdndigen Aufldsung mittels Kamera festgehalten (s.
Abb. 4.24 und 4.25). Dabei gingen die bei 40°C aufgetauten Proben ca. 15 min
frither komplett in Losung, als die bei 30°C aufgetauten. Statt der erwiinschten
Konzentration von 160 mg/ml wurde jedoch nur eine von ca. 120 mg/ml erreicht
(Abb. 4.26 A). Die Genauigkeit der Berechnung iiber einen polynomialen Fit ist

demnach nicht ausreichend.
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Abbildung 4.23: Wasserverlust und Sublimationsrate gegen die Zeit fiir die Aufkon-
zentrierung einer 40 mg/ml Cetuximablosung in LyoguardTM Containern bei einer Trock-
nungstemperatur von -20°C. (Wasserverlust ®; Sublimationsrate A)

Stabilitdtsuntersuchungen via SEC ergaben keine gegeniiber der Ausgangslosung
(0,4 %) erhohte Aggregatkonzentration (Abb. 4.26 D). Auch die A350-Werte wa-
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—

Abbildung 4.24: Auftauverhalten bei 30°C nach 15 min, 30 min, 45 min.

[&[&

Abbildung 4.25: Auftauverhalten bei 25°C; nach 15 min, 30 min, 45 min und 60 min.

ren der Proteinkonzentration entsprechend und wiesen nicht auf die Bildung un-
16slicher Aggregate hin (Abb. 4.26 C). Im Vergleich zu den Lyophilisaten, die mit
der 150 mM NaCl-Lésung rekonstituiert wurden, ist die Viskositat durch die Ab-
wesenheit von NaCl in der Formulierung und eine dadurch geringere Ionenstarke
erhoht [Liu et al., 2005] (Abb. 4.26 B).

Die Experimente zur partiellen Gefriertrocknung konnten zeigen, dass das Ver-
fahren grundsétzlich zur Aufkonzentrierung von Proteinlésungen im Bulk sehr
gut geeignet ist. Durch den Wegfall der Sekundértrocknung und eines Teils der
Primértrocknung lassen sich erheblich Zeit und damit verbundene Kosten sparen.
Konzentrationen bis zu 180 mg/ml waren bei sehr guter Stabilitdt des Endpro-
duktes leicht zu erreichen. Eine exakte Berechnung des Trocknungsendpunktes
bedarf einer noch genaueren Vorgehensweise und konnte in weiterfiihrenden Fx-

perimenten besser definiert werden.
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Abbildung 4.26: Analytische Ergebnisse fiir Cetuximabproben nach Aufkonzentrie-
rung durch partielle Lyophilisation mit unterschiedlichen Trocknungs- und Auftautem-
peraturen. (A) Konzentration (B) Viskositét bei einer Scherrate von 200/s (C) Triibung
via Absorptionsmessung bei 350 nm, (D) Aggregate via SE-HPLC.

4.1.4 Vergleich der drei untersuchten Aufkonzentrierungsmethoden

In der vorliegenden Studie wurden drei unterschiedliche Ansétze zur Aufkonzen-
trierung von Cetuximab betrachtet, ndmlich TFF, Lyophilisation und anschlie-
fsende Rekonstitution sowie partielle Lyophilisation. Der Fokus lag hierbei auf
der maximal erreichbaren Konzentration an Cetuximab und der Machbarkeit der

einzelnen Aufkonzentrierungsschritte.

Von den untersuchten Verfahren ist die TFF die bereits am besten etablierte
Technik, welche sehr haufig zur Aufkonzentrierung, Entsalzung und zum Puf-
feraustausch von Proteinlésungen verwendet wird [Rubin und Christy, 2002; van
Reis und Zydney, 2001]. Fiir Cetuximab wurde hier die maximale Aufkonzentrier-
barkeit mit verdnderter Pufferformulierung und verschirften Prozessparametern

untersucht, die hauptséchlich der Verbesserung der Filtrationsrate dienten. Mit
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erreichten 180 mg/ml war die Konzentration geringfiigig hoher, als die in friihe-
ren Versuchen erreichten 165 mg/ml in Citrat-Puffer, pH 5,5 und 172 mg/ml in
Phosphat-Puffer, pH 8,0 [Matheus, 2006a]. Dort wurden Losungen von 120 mg,/ml
nach TFF nochmals mit Zentrifugal-Ultrafiltrations-Einheiten auf die Endkon-
zentration gebracht. Mit der Erhohung des pH-Wertes auf pH 7,2 stieg auch der
Flux an. Matheus zeigte, dass der Flux bei pH 8,0 wieder leicht riickldufig war
und bei pH 7,2 optimal [Matheus, 2006a|. Mit Hilfe einer Erh6hung der Ionen-
starke durch NaCl konnte die erreichbare Konzentration der Cetuximab-Losung
durch Verringerung der Viskositdt erhoht werden. Mit anderen Puffersystemen,
vor allem basierend auf Histidin, konnte eine weitere Viskositdtserniedrigung und
Fluxerh6hung méglich sein [Liu et al., 2005; Yang et al., 2003]. Eine Erh6hung der
Salzkonzentration verstirkt den Grad der elektrostatischen Abschirmung der La-
dungen der Proteinmolekiile und der Membranoberfliche, reduziert Interaktionen
und wirkt so einer Verblockung der Membran und einer damit verbundenen Er-
niedrigung des Flux entgegen [Saksena und Zydney, 1994|. TFF-Prozesse konnen
gut auf grokere Mafstibe bzw. Anlagen hochgerechnet werden, so dass auch grofse
Volumina problemlos und vergleichsweise kostengiinstig aufkonzentriert werden
konnen |[Rosenberg et al., 2009]. Die Stabilitat des Antikdrpers ist hierbei mit zu
beriicksichtigen. Vor allem erhéhter Scherstress, die Temperatur und die Prozess-
dauer haben einen Einfluss und kénnen zu Denaturierung und Aggregation des
Proteins fithren [Persson und Gekas, 1994|. Eine Konzentration {iber 200 mg/ml
wire wiinschenswert, jedoch macht der deutliche Viskositidtsanstieg der Cetuxi-
mablosung bei steigender Konzentration eine Aufkonzentrierung iiber 180 mg/ml
mittels TFF unméglich. Eine Grenze wurde fiir den Antikérper bei 20 mPas er-
reicht. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass bei einer Losungskonzentration von
180 mg/ml an der Membran durch Konzentrationspolarisation und Ausbildung
einer Gelschicht deutlich hohere Konzentrationen vorherrschen. Steigende Vis-
kositdten erschweren zusatzlich die Gewinnung des fertigen Produktes nach der
TFF und fiithren so zu geringeren Ausbeuten [Shire et al., 2004]. Daher sollte zum
Erreichen hoherer Konzentrationen auf andere Aufkonzentrierungsmethoden zu-

riickgegriffen werden.

Um hohere Konzentrationen zu erzielen, wurde die Lyophilisation getestet. Das
Aufnehmen eines Lyophilisates in weniger Rekonstitutionsfliissigkeit ist eine sehr

einfache Methode, um zu einer konzentrierten Losung zu gelangen und fiihrte fiir
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Cetuximab zu sehr hohen Konzentrationen von bis zu 330 mg/ml bei gleichzei-
tiger Schonung des Proteins. Diese Formulierungen waren mit 6000 mPas (bzw.
8000 mPas ohne NaCl Zusatz in der Rekonstitutionsfliissigkeit) bereits so viskos,
dass die Losung, bzw. das Gel mit einer Spritze bereits nicht mehr applizierbar
ist. Fiir Losungen, die mittels 25 - 27G-Kaniilen injiziert werden sollen, sollte die
Viskositdt im Bereich von ca. 60 mPas liegen. Hierbei sind in jedem Fall neben
der Viskositdt der Kaniilendurchmesser und die Injektionskraft zu beriicksichti-
gen, welche mafgeblich zur Injizierbarkeit beitragen [Burckbuchler et al., 2010;
Cilurzo et al., 2011]. Generell ldsst sich die Methode gut zur initialen Untersu-
chung der Aufkonzentrierbarkeit eines Proteins bei maximaler Ausbeute nutzen,
bei gleichzeitiger Erzielung sehr hoher Konzentrationen. Belastung besteht dabei
nicht durch Scherstress, jedoch durch den Einfrier- und Auftauprozess sowie den
Wasserentzug. Die Methode ist grundsétzlich einfach fiir eine Bulkproduktion,
aber auch fiir Einzeldosen einzusetzen. Der Nachteil ist, dass zur Gefriertrock-
nung Geriistbildner wie Saccharose in groferen Mengen zugesetzt werden miissen,
um das Protein im Lyophilisat zu stabilisieren. Hingegen kénnten manch andere
Hilfsstoffe mit hoher Neigung zur Kristallisation, wie z.B. Glycin oder Manni-
tol, evtl. durch Kristallisation nach dem Einfrieren im Zuge der Trocknung oder
wiahrend der Lagerung, zu einer Proteinschidigung fithren [Lueckel et al., 1998|.
Ein zumindest teilamorph trocknendes Hilfsstoffsystem ist zur Stabilisierung vor-
zuziehen [Pikal et al., 1991]. Die Flexibilitit in der Formulierung ist insofern
diesbeziiglich eingeschrinkt. Dariiber hinaus werden bei dieser Aufkonzentrie-
rungsmethode sowohl das Protein als auch alle Hilfsstoffe aufkonzentriert. Dies
kann beispielsweise zu pH-Verschiebungen, einer erhéhten Tonenstéarke, sowie all-
gemein hypertonen Losungen fiihren. Eine Moglichkeit wire, das Lyophilisat mit
moglichst wenig Hilfsstoffanteil herzustellen und gegebenenfalls weitere Hilfsstoffe
erst mit der Rekonstitution zuzufiigen. Overcashier et al. untersuchten beispiels-
weise die Lyophilisation von rekombinantem human-tissue type Plasminogen Ak-
tivator mit Ammoniumhydrogencarbonat. Hierbei entweicht zuerst Wasser und
anschlieffend das Ammoniumhydrogencarbonat als Ammoniak, COy und Wasser.
Das Ammoniumbicarbonat hatte dabei keinen negativen Einfluss auf das Protein
und lieferte einen Ansatz zum Erhalt eines hilfsstofffreien Lyophilisates [Over-
cashier et al., 1997|. Daneben kann die Selbstpufferung von Proteinen genutzt

werden, um auf Puffersalze zu verzichten [Gokarn et al., 2006, 2008|.
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Durch eine partielle Gefriertrocknung kann die Prozesszeit im Gegensatz zur kon-
ventionellen Gefriertrocknung erheblich verkiirzt werden, indem die Trocknung
auf der gewiinschten Konzentrationsstufe angehalten wird. Die erreichte Konzen-
tration ist hier dhnlich flexibel wie im Falle der Gefriertrocknung. In der Auftau-
phase 16ste sich der gebildete Trocknungskuchen bei 2-8°C erst langsam in der
aufgetauten darunterliegenden Losungsschicht. Eine Erhéhung der Plattentem-
peratur beschleunigte diesen Auftauprozess. Die exakte Voraussage des Prozes-
sendes und der erreichten Konzentration ist schwierig, da die Sublimationsrate in
einem Lyophilisat von sehr vielen Faktoren abhéngt [Tang et al., 2006a,b]. Fiir
die genaue Ermittlung des Produktwiderstandes wahrend der Trocknung und
des Trocknungsverlaufes konnten beispielsweise manometrische Temperaturmes-
sungen oder dreidimensionale Temperaturverlaufsaufzeichnungen herangezogen
werden [Tang et al., 2006a|. Eine Herstellung in Einzeldosen ist so nicht moglich,
da die Variabilitdt in der Endkonzentration zu hoch ist. Eine partielle Gefrier-
trocknung wére aber fiir eine Bulkaufkonzentrierung geeignet. Neben der Gefrier-
trocknung konnten zum Aufkonzentrieren von Antikorperlésungen auch andere
Methoden wie 7. B. der Wasserentzug durch einfache Vakuumtrocknung [Mat-
tern et al., 1997; Willmann, 2003| herangezogen werden. Dieses Verfahren wurde
im Rahmen der Arbeit jedoch nicht untersucht und kénnte Gegenstand weiterer

Forschung sein.

Die Untersuchungen zeigten, dass die Aufkonzentrierung von Cetuximab bis ca.
300 mg/ml zwar sehr gut moglich ist, aber die Nutzung der Formulierung zum
einen in Bezug auf die Prozessierbarkeit z.B. durch Filtrationstechniken [Friess
et al., 2010; Shire et al., 2004] und zum anderen im Hinblick auf die Spritzbarkeit
durch die hohe Viskositit begrenzt ist. Mittels Gefriertrocknung und partieller
Gefriertrocknung kénnen hohere Konzentration als durch TFF erzielt werden.
Jedoch weist die Gefriertrocknung hinsichtlich Kosten und Formulierungsflexibi-
litdt und die partielle Gefriertrocknung gegeniiber der Gefriertrocknung hinsicht-
lich Steuerbarkeit Nachteile auf. Grundsétzliche Alternativen wiren das Ausfél-
len von Cetuximab [Matheus, 2006b|, die Kristallisation |Gottschalk, 2008] oder
die Herstellung sogenannter PCMCs (Protein coated Microcrystals) [Berkenhoff,
2013].
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4.2 Einfluss von Tensiden auf die Stabilitat von

Cetuximab

Proteinaggregation ist eines der Hauptprobleme wihrend Herstellung und Ap-
plikation von Biopharmazeutika. Die Vermeidung von Aggregation in Protein-
formulierungen ist von grofter Bedeutung, da aggregiertes Protein oft Ursache
immunologischer Reaktionen bis hin zum anaphylaktischen Schock ist [Rosen-
berg, 2006; Kiese et al., 2010; Schellekens, 2005]. Das Verstandnis und die Un-
tersuchung von Aggregationsmechanismen und vor allem deren Vermeidung ist
Gegenstand vieler Untersuchungen. Durch Stressstudien kénnen Aggregations-
verhalten und Stabilitdt von Proteinen unter verschiedensten Bedingungen, wie
z.B. bei erhohter Temperatur oder Agitation beleuchtet und mittels Partikelana-
lytik charakterisiert werden [Mahler et al., 2005; Kiese et al., 2008, 2010; Zolls
et al., 2012; Eppler et al., 2010]. Analytische Techniken wie z.B. kalorimetrische
Messungen, Fluoreszenzquenching, NMR oder SPR ermoglichen einen tieferen
Einblick in den Mechanismus der Stabilisierung bzw. Aggregatbildung und stel-
len so eine sinnvolle Ergidnzung zu Stressstudien dar [Jones et al., 1997; Giancola
et al., 1997]. In den folgenden Kapiteln sollte zum Einen das Verhalten von Ce-
tuximabfomulierungen unter verschiedenen Stressbedingungen getestet werden,
zum Anderen wurde mit Isothermer Titrations Calorimetrie (ITC) und Oberflé-
chenplasmonresonanz (SPR) versucht, einen tieferen Einblick in den Mechanis-
mus der Stabilisierung bzw. Destabilisierung des Antikorpers durch Tenside zu

erlangen.

4.2.1 Stressstudien

Tenside, wie beispielsweise Polysorbat, werden vielfach zur Stabilisierung von
Proteinformulierungen gegen Agitationsstress verwendet. Effektive Stabilisierung
von IgGs durch Polysorbat wurde mit Konzentrationen von 0,0025 % Polysorbat
20 in einer 10 mg/ml IgG-Formulierung [Kiese et al., 2008] und 0,025 % Polysorbat
80 in einer 100 mg/ml Cetuximabformulierung [Matheus, 2006¢| erlangt. Auch
die Stabilisierung anderer Proteine, wie beispielsweise hGH [Bam et al., 1998;
Katakam et al., 1995], Lactatdehydrogenase (LDH) [Hillgren et al., 2002b] und
Albutropin bei Frier-Tau-Stress durch Polysorbat 20 und 80 [Chou, 2005] wurde
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in der Literatur beschrieben. Poloxamer 188 (Lutrol® F68) wurde zur Stabilisie-
rung von hGH gegen Grenzflichenstress durch Vortexen als wirksam identifiziert
[Katakam et al., 1995]. Lediglich Macrogol-15-hydroxystearat (Solutol® HS 15),
welches in der Arbeit untersucht wurde, ist bisher weitgehend unerforscht im

Bereich der Proteinstabilisierung.

Der Einfluss von Tensiden auf die Stabilitit von Cetuximabformulierungen soll-
te bei unterschiedlichen Stressbedingungen untersucht werden. Mattheus zeigte
bereits einen destabilisierenden Effekt von Polysorbat 80 auf Cetuximab in sehr
geringen Konzentrationen von 0,001 und 0,005 % unter Schiittelstressbedingun-
gen [Matheus, 2006c|. Ahnliche Beobachtungen wurden auch durch Kiese fiir
einen weiteren IgG beschrieben [Kiese et al., 2008|. Neben dem allgemeinen Sta-
bilisierungsverhalten sollte dieser Effekt bestétigt und ndher untersucht werden.
Die Versuchsreihen wurden hierzu auf unterschiedliche Cetuximabkonzentratio-
nen und weitere Tensidkonzentrationen im sehr niedrigen Bereich ausgeweitet.
Neben mechanischem Stress in Form von Schiittelstress wurde Temperaturstress
angewandt. Hierbei wurden sowohl unterschiedliche Polysorbatkonzentrationen,
als auch unterschiedliche -qualitidten analysiert. Neben Polysorbat 80 wurden
Poloxamer 188 (PO188) und Macrogol-15-Hydroxystearat (MHS15) auf ihre sta-

bilisierenden Eigenschaften untersucht.

4.2.1.1 Einfluss von Cetuximab- und Tensidkonzentration auf die
Proteinstabilitdt wihrend Agitation

Zur Untersuchung des Stabilisierungsverhaltens von Polysorbat 80 (PS80) bei
Agitationsstress wurde die Standard-Cetuximabformulierung (s. Kap. 3.2.1.3) in
den Konzentrationen 1, 10 und 100 mg/ml hergestellt und mit 0% - 0,1% (m/v)
Tensid, bzw. fiir 10 und 1 mg/ml mit 0% - 0,03% Tensid versetzt. Dies ent-
spricht Konzentrationen ober- und unterhalb der CMC der jeweiligen Tenside.
Fokus wurde besonders auf sehr niedrige Tensidkonzentrationen gelegt, um den
destabilisierenden Effekt genauer zu beleuchten [Matheus, 2006¢|. Zu Beginn und
nach 168 Stunden Schiitteln bei 2-8°C wurden die Lésungen untersucht. Als Refe-
renz wurden Vials ungestresst {iber den Schiittelzeitraum bei 2-8°C gelagert. Fiir

zwei weitere Tenside, Macrogol-(15)-hydroxystearat (MHS15) und Poloxamer 188
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(PO188), wurden Stabilitdtsdaten ebenfalls bei 100 mg/ml Cetuximab erhoben,
um zu untersuchen, ob der bei Polysorbat 80 beobachtete Stabilisierungs- und
Destabilisierungseffekt auch bei anderen Tensiden beobachtet werden kann. Die
maximale Konzentration wurde fiir PO188 bis auf 0,3% angehoben, da dieses
Tensid im Gegensatz zu Polysorbat und MHS15 in héheren Konzentrationen
stabilisiert [Katakam et al., 1995|. Zur Beurteilung von Instabilititen wurden

alle Proben mittels Grokenausschlusschromatographie, Lichtblockademessungen,
DLS, SDS-PAGE, Triibung und visueller Kontrolle untersucht.

100 mg/ml 10 mg/ml 1 mg/ml

Cetuximab | Cetuximab ' Cetuximab

Abbildung 4.27: Visuelle Kontrolle vor dem Schiitteln von Cetuximab 100mg/ml,
10 mg/ml und 1 mg/ml in PBS, pH 6,0 ohne PS80.

Vor dem Schiitteln zeigte die visuelle Kontrolle fiir alle Formulierungen in den
Konzentrationen 1, 10 und 100 mg/ml eine nahezu klare bis opaleszente Losung,
die frei von sichtbaren Partikeln war (Abb. 4.27). Die auftretende Opaleszenz
ist auf die Anwesenheit des Proteins zuriickzufiihren und beruht auf Rayleigh-
Streuung, die bei hoherer Proteinkonzentration stérker wird [Eisenberg et al.,
1977]. Bei 1 mg/ml war diese kaum, bei 100 mg/ml sehr ausgeprégt sichtbar. Die
Polysorbatkonzentration hatte hierbei auf die Opaleszenz keinen Einfluss. Tabelle
4.10 gibt einen Uberblick iiber die Beobachtungen der visuellen Kontrolle nach
dem Schiitteln. In Abhéngigkeit von Cetuximab- und Polysorbatkonzentration
bildeten sich unterschiedlich viele Partikel: Im Gegensatz zu den hoher konzen-
trierten Mustern, enthielten die Proben mit 1mg/ml Cetuximab bei niedrigen

Polysorbatkonzentrationen durchweg sehr viele sehr kleine Partikel.

Die Triibungsmessungen spiegelten die Ergebnisse der visuellen Kontrolle wieder.
Generell wurde ein Anstieg der Triibung mit steigender Proteinkonzentration von
1 nach 100 mg/ml beobachtet. Um diesen Effekt zur besseren Vergleichbarkeit der
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Tabelle 4.10: Aussehen der Cetuximabformulierungen in Abhéingigkeit von
Cetuximab- und Polysorbatkonzentration nach 168 Stunden Schiittelstress.

Cetuximabkonzentration

PS80-Konz. 100mg/ml 10mg/ml 1mg/ml

0% 4b 2a 4c¢
0,00001 % 3b 4b 4c
0,00003 % n.a. 3b 4c
0,0001 % n.a. 3a 4c
0,0003 % 3b 1 1
0,001 % 2b 1 1
0,003 % 2b 1 1
0,01 % 1 1 1
0,03% 1 1 1
0,1% 1 n.a. n.a.

I frei von Partikeln

2 wenige vereinzelte Partikel
3 viele Partikel

4 sehr viel Partikel

& mittlere bis grofe Partikel
b kleine Partikel

¢ sehr feine Partikel

Proben herauszurechnen und nur den Effekt der gebildeten Partikel und deren
Einfluss auf die Triibung zu sehen, wurden die Triibungswerte der gestressten
Proben um den Wert der Grundtriibung aus den Startwerten korrigiert (Abb.
4.28). Zu beobachten war ein bereits sehr hoher Triibungswert von 0,48 ohne Po-
lysorbatzusatz fiir die 1 mg/ml Formulierung. Die Triibung erreichte die hochste
Absorption von 0,65 mit der niedrigsten PS80 Konzentration von 0,00001 %. Ab
einer Polysorbatkonzentration von 0,0003 % setzte Stabilisierung durch das Ten-
sid gegen Schiittelstress ein, was erkennbar an Triibungswerten auf Niveau der
Startwerte war. Eine wesentlich geringere Triibung ohne Polysorbat wurde nach
Schiittelstress bei den Formulierungen mit 10 und 100 mg/ml detektiert. Die Ab-
sorptionen lagen hier bei 0 fiir 10 mg/ml und 0,07 fiir 100 mg/ml. Im Vergleich zur
100 mg/ml Formulierung ist bei 10 mg/ml allerdings ein anschliefender Anstieg
der Absorption zu erkennen, welcher sein Maximum bei 0,0001 % Polysorbat-
zusatz und einer Absorption von 0,2 besitzt. Ein Absinken der Absorption auf

nahezu 0 deutet auf die Stabilisierung der Formulierung hinsichtlich der Bildung
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unloslicher Aggregate ab einer Konzentration von 0,0003 % hin. Die Absorption
bei der 100 mg/ml Formulierung bleibt zuerst konstant bei leicht erhohten Ab-
sorptionswerten von 0,007 und sinkt erst ab einer Polysorbatkonzentration von
0,0001 % auf das Niveau der Startwerte ab.
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Abbildung 4.28: Einfluss der PS 80 und Proteinkonzentration auf die Triibung nach
Schiittelstess durch entstehende Aggregate, gemessen bei 350 nm.

Zur Untersuchung subvisueller Partikel [Kiese et al., 2008; Zolls et al., 2012]

wurden zusédtzlich zur Triibung Lichtblockademessungen durchgefiihrt.

Die Messungen bestétigten die vorherigen Ergebnisse und zeigten, dass eine Sta-
bilisierung der Proben, sowohl fiir 1, 10 und 100 mg/ml erst ab einer Konzen-
tration von mindestens 0,0003 % Polysorbat startet. Die Startwerte waren fiir
alle Proben auf konstant niedrigem Niveau und innerhalb der Spezifikationen des
Arzneibuches (Abb. 4.29 B und D). Die 1 mg/ml Formulierung wies nach Schiit-
teln bereits ohne Polysorbat eine sehr hohe Partikelanzahl auf, welche sich zu
einem Maximum von >8000 Partikeln >10 gym und >900 Partikeln >25 pym bei
der kleinsten Polysorbatkonzentration von 0,00001 % steigerte (Abb. 4.29 A und
C). Auch bei der 10 mg/ml Formulierung zeigte sich eine leichte Destabilisierung

durch geringe Polysorbatkonzentrationen von 0,00003 und 0,0001 %. Einzig die
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Abbildung 4.29: Einfluss von Protein- und Polysorbatkonzentration auf die Partike-
lanzahl in Cetuximab 100 mg/ml in PBS, pH 6,0 im Vergleich zu den Startwerten via
Lichtblockademessung; A: Partikelzahl >10 ym nach 168 h Schiitteln; B: Partikelzahl
>10 pm vor Schiitteln; C: Partikelzahl >25 ym nach 168h Schiitteln; D: Partikelzahl
>25 pm vor Schiitteln; Die gepunktete Linie entspricht den Vorgaben maximal erlaub-
ter Partikel des Europaischen Arzneibuches pro Behéltnis.

100 mg/ml Cetuximabformulierung wies eine konstant niedrige Partikelanzahl bei

allen PS80-Konzentrationen auf.

Losliche Aggregate wurden mittels SEC untersucht (Abb. 4.30). Nach 168 Stunden
wurde fiir alle drei Cetuximabkonzentrationen ein deutlicher Anstieg der Aggre-
gate im Gegensatz zu den Startwerten vor allem bei sehr niedrigen Polysorbat-

konzentrationen festgestellt. Hierbei verschiebt sich das Maximum der Instabilitét
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fiir 1 mg/ml bei 0,00003 % PS80 mit einem Dimeranteil von 5% iiber 0,001 % bei
10 mg/ml mit einem Dimeranteil von 2,3 % nach 0,003 % PS bei der 100 mg/ml
Formulierung, welche einen Anteil von 1 % an 16slichen Aggregaten aufweist. In-
teressanterweise zeigten die Formulierungen ohne Polysorbat keine schlechteren
Ergebnisse als die Startwerte. Der destabilisierende Einfluss bei ca. 0,003 % Poly-
sorbat 80 und die sehr geringen Dimeranteile ohne Polysorbat wurde von Matheus
fiir die 100 mg/ml Formulierung ebenfalls gezeigt [Matheus, 2006¢|. Allerdings war
dort der prozentuale Anteil der Aggregate hoher. Grund hierfiir konnen die leicht
unterschiedlichen Versuchsbedingungen sein. Mattheus fiihrte den Schiittelstress
bei Raumtemperatur durch. In der vorliegenden Arbeit wurde bei 2-8°C geschiit-
telt, was - wie gesehen - zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen fithren kann [Kiese
et al., 2008].

6 6
A B
—7— 100 mg/ml
5 - —l— 10 mg/ml 51
—O— 1 mg/ml
4+ 4+
9
L 3 . 3 d
[
£
[
E 24 2 -
[a]

0,0

- © - © - © - © - o = © - © - ] = 2] -
=3 =1 o =1 o =} o o s = =3 =1 o =] o o o 9o g
e 9 © © 9 o g o e © © © o o g g
8 8 2 & & o 8 8 2 © o o
S o g g 2 2 o o
o o o o

PS80 Konzentration [%] PS80 Konzentration [%]

Abbildung 4.30: Losliche Aggregate in Abhéngigkeit von Cetuximab- und PS80 -
Konzentration in PBS, pH 6,0, detektiert mittels SE-HPLC: A: nach 168 Stunden Schiit-
telstress; B: Startwerte vor dem Schiitteln.

Um das Entstehen bzw. Vorhandensein kovalent verbundener Multimere und Ab-
bauprodukte festzustellen wurden die Proben zusétzlich mit SDS-PAGE analy-
siert. Abbildung 4.31 zeigt Banden der nicht-reduzierenden SDS-PAGE (2 und
3) und Banden der reduzierenden SDS-PAGE (4 und 5) gegen den Molekular-
gewichtsmarker. Schwache Banden sowohl bei der reduzierten als auch bei der
nicht-reduzierten SDS-PAGE bei 0,00003 % PS80 zeigen, dass ein geringer An-

teil an Abbauprodukten entstanden sein muss: Im nicht reduzierten Gel ist eine
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Bande bei ca. 55 kDa sichtbar, was auf die Abspaltung der schweren Kette oder
des Fab-Fragmentes hindeutet [Cordoba et al., 2005]. Fiir das reduzierte Gel ist
eine zuséitzliche Bande bei ca. 40 kDa erkennbar, beispielsweise verursacht durch

das Vorhandensein einer proteolysierten schweren Kette [Matheus, 2006c].

e

2 3 4 3

250kDa’
148 kDa

150kDa

98 kDa|
64kDa =

50 kDa 5\ : : 1 - P _ 55'4 kDa

22 kDa = 31 kDa

Abbildung 4.31: Beispiel der SDS-PAGE fiir die Proben der 100 mg/ml Cetuximab-
formulierung in PBS, pH 6,0: 1) Molekulargewichtsstandard 2) mit 0% Polysorbat,
nicht-reduziert 3) mit 0,00003 % Polysorbat, nicht-reduziert 4) mit 0 % Polysorbat, re-
duziert 5) mit 0,00003 % Polysorbat, reduziert.

In Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration werden fiir die drei Formulierun-
gen unterschiedlich hohe Dosierungen an Polysorbat bendtigt. Mit steigender IgG
Konzentration steigt auch die Menge an bendtigtem Polysorbat 80, wobei sich dies
vor allem bei der 100 mg/ml Formulierung auswirkt. Eine Stabilisierung wurde
fiir 1mg/ml bei 0,01 %, fiir 10mg/ml bei 0,01 % und fiir 100 mg/ml bei 0,03 %
PS80 identifiziert. Auch wenn fiir die sichere Stabilisierung der 100 mg/ml For-
mulierung ein hoherer Anteil an Polysorbat nétig war, so zeigt diese trotzdem
den niedrigsten Anteil an l6slichen Aggregaten im Vergleich zu 10mg/ml und
I mg/ml. Bei der 10 mg/ml Formulierung liefs sich der grofte Anteil unloslicher
Partikel finden, wie bei der Lichtblockademessung gezeigt. Es wurde somit unter-
schiedliches Aggregationsverhalten in Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration
gezeigt. Die gering konzentrierte Losung von 1 mg/ml neigte eher zur Bildung sehr
kleiner, sowie loslicher Aggregate, wohingegen die hochkonzentrierte Formulie-
rung eher eine Tendenz zur Bildung groferer Aggregate bei Schiittelstress zeigte.
Der Anteil gebildeter Aggregate steigt mit abnehmender Proteinkonzentration.
Dies spricht fiir einen Autostabilisierungseffekt der hochkonzentrierten Formu-

lierung gegeniiber der angewandten Stressmethode, was bereits durch Treuheit
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festgestellt wurde [Treuheit et al., 2002]. Der fiir die inverse Konzentrationsab-
hangigkeit der Aggregatbildung vorgeschlagene Mechanismus wird hier durch das
kritische Verhéltnis der Luft/Wasser Grenzfliche zum Protein begriindet. Un-
ter der Annahme, dass Aggregation vorwiegend an der Luft/Wasser-Grenzfliche
stattfindet und damit das Vorhandensein dieser Grenzfliche der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt der Aggregation ist, wird das Verhéltnis von Grenzfliche zu
Protein grofer, je geringer die Proteinkonzentration wird. Es wird ein steigender
Anteil Aggregate mit sinkender Proteinkonzentration beobachtet. Die gezeigten
Ergebnisse untermauern diese These. Des Weiteren kann die Viskositit zur Er-
klarung der Autostabilisierung bei héheren Proteinkonzentrationen herangezogen
werden. Mit steigender Proteinkonzentration nimmt die Viskositiat der Losung
durch reversible Selbstassoziation der Fab-Fragmente zu, wodurch auftretende
Scherbewegungen in Losung reduziert werden konnten [Shire et al., 2004; Kanai
et al., 2008].

Der Einfluss von Polysorbat 80 auf das mechanisch beanspruchte Protein ist zum
Einen stabilisierend in héheren Konzentrationen, welche trotzdem noch unterhalb
der CMC von PS80 liegen (s. Kap. 4.2.2.1), andererseits tritt eine Destabilisierung
bei sehr niedrigen Konzentrationen auf, was sich durch vermehrte Entstehen von
Aggregaten nach Schiittelstress zeigt. Die Ergebnisse zeigen klar, dass die Bil-
dung l6slicher und nicht 16slicher Aggregate bei unterschiedlichen Polysorbatkon-
zentrationen verhindert oder getriggert wird. So wird beispielsweise die Bildung
16slicher Aggregate in der 100 mg/ml Formulierung erst bei einer 10-fach héheren
Polysorbatkonzentration unterdriickt als die Bildung visueller Partikel (0,0003 %
vs. 0,003 %). Es empfiehlt sich in jedem Fall, fiir Stabilitdtsuntersuchungen in der
Proteinformulierung ein breites analytisches Methodenspektrum anzuwenden, um
physikalische Instabilitdten adédquat detektieren und beurteilen zu kénnen |Kiese
et al., 2008]. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigten
Studien von Kiese et al. eine Destabilisierung eines Antikérpers bei Agitation im
Anstieg der 16slichen Aggregate mittels SEC bei 0,0025 % Polysorbat 20 und in
einem Anstieg der unloslichen Aggregate, sowohl im visuellen als auch im subvi-
suellen Bereich. Im beschriebenen Fall, stellte 0,0025 % die kleinste verwendete
Konzentration an Polysorbat dar. Die in der vorliegenden Versuchsreihe festge-
stellten Destabilisierungen durch Bildung unléslicher Aggregate zeigten sich schon

bei wesentlich geringeren Konzentrationen von 0,00001 - 0,0003 % Polysorbat fiir
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alle TgG-Konzentrationen. Dies wurde durch die Untersuchungen von Matheus
ebenfalls gezeigt. Hier fanden sich subvisuelle Partikel bei PS80-Konzentrationen
von 0,001 % und 0,005 % [Matheus, 2006¢|.

Mit 100 mg/ml Cetuximab wurden zusétzlich Stresstests mit MHS15 und PO188
durchgefiihrt. Fiir die beiden Tenside zeigten sich nach Stressung der hochkon-

zentrierten Formulierungen ebenfalls Effekte wie mit Polysorbat 80.

0,0003 %
PO188

Abbildung 4.32: (A) Cetuximab 100 mg/ml in PBS, pH 6,0 mit 0,0003 % PO188;
aufen Startproben, innen nach 168 Stunden Schiittelstress; (B) Cetuximab 100 mg/ml
mit 0,3 % PO188; links Startproben, rechts nach 168 Stunden Schiittelstress.

Im Vergleich zu den ungestressten Mustern wurde eine deutlich stirkere Triibung
fiir die Proben mit 0,0003 und 0,001 % PO188 im Gegensatz zu den Startmus-
tern gesehen. Hierbei zeigte die Probe mit der niedrigsten PO188-Konzentration
keine sichtbaren Partikel sondern nur eine erkennbar héhere Opaleszenz. Nur bei
0,001 % lieken sich Partikel mit blokem Auge erkennen. Mit zunehmender Ten-
sidkonzentration verschwand die erhohte Triibung und glich sich den Startwerten
an (Abb. 4.32). Poloxamer 188 bewirkte eine Destabilisierung von Cetuximab
bei niedriger Konzentration. Der Effekt trat weniger deutlich als bei PS80 auf.
DLS Messungen, sowie die Absorption bei 350 nm zeigen ein vermehrtes Auftre-
ten subvisueller Partikel im Konzentrationsbereich von 0,0003 % - 0,003 %, wobei
das destabilisierende Maximum hier bei der geringsten getesteten Konzentration
erreicht wurde (Abb. 4.33 A und C). Die Ergebnisse wurden durch Messung der
16slichen Aggregate mittels SE-HPLC bestétigt. Auch hier wurde eine Destabi-
lisierung im Bereich 0 - 0,003 % PO188 durch den Anstieg gebildeter Aggregate
beobachtet (Abb. 4.33 B). Lichtblockademessungen zeigten fiir Partikel > 10 pum

eine schwache Tendenz mit hoheren Partikelzahlen im Bereich mittlerer Poloxa-
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Abbildung 4.33: Aggregatbildung fiir Cetuximab 100 mg/ml in PBS, pH 6,0 in Ab-
héngigkeit von der PO188-Konzentration zu Beginn und nach 168 Stunden Schiit-
telstress, analysiert mit: (A) DLS; (B) SE-HPLC; (C) Absorption bei 350nm; (D)
Lichtblockademessungen fiir Partikel > 10 um; (E) Lichtblockademessungen fiir Parti-
kel > 25 pm.

merkonzentrationen von 0,01 - 0,03 %(Abb. 4.33 D und E). Die hohe Varianz
der Messungen liefs keine klare Interpretation der Partikelzahlen zu. Eine Sta-
bilisierung der Proben gegen agitationsbedingte Aggregation konnte mit einer

Konzentration von mindestens 0,1 % PO188 erreicht werden.

Macrogol-(15)-hydroxystearat (MHS15) zeigte in der Versuchsreihe ebenfalls den
Effekt der Destabilisierung des Antikorpers gegen Schiittelstress bei geringen Kon-
zentrationen. Die gemessenen Werte sind dhnlich den Ergebnissen, die mit Ce-
tuximab und Polysorbat 80 erzielt wurden. Im mittleren Konzentrationsbereich
bei 0,003 % MHS15 wurde mit der SEC fiir 16sliche Aggregate ein Maximum von
3,5% detektiert, welches bei 10-fach hoherer Konzentration wieder verschwand
(Abb. 4.34 B). Die Lichtblockademessungen waren aufgrund hoher Schwankun-
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gen wenig aussagekriftig und wiesen keine eindeutige Tendenz auf (Abb. 4.34 D
und E).
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Abbildung 4.34: Aggregatbildung fiir Cetuximab 100mg/ml in PBS, pH 6,0 in Ab-
héngigkeit von der MHS15-Konzentration zu Beginn und nach 168 Stunden Schiit-
telstress, analysiert mit: (A) DLS; (B) SE-HPLC; (C) Absorption bei 350 nm; (D)
Lichtblockademessungen fiir Partikel > 10 pum; (E) Lichtblockademessungen fiir Parti-
kel >25 pm.

Die Graphen fiir DLS und Triibungswerte weisen fiir MHS15 eine gute Korrelation
auf (Abb. 4.34 A und C). Der grofte Partikeldurchmesser wurde mit 35,8 nm
bei 0,001 % gemessen, bei welcher auch gleichzeitig der hoéchste Triibungswert
von 0,3mAU gemessen wurde. Triibungswerte, sowie z-Average sanken bis 0,03 %
MHS15 wieder auf Startwerte. Losliche Aggregate bildeten sich vermehrt bei einer
MHS15-Konzentration von 0,003 und 0,01 %. In der visuellen Kontrolle war auch
hier, wie schon bei PO188 beobachtet, fiir niedrige Konzentrationen eine erhéhte
Opaleszenz sichtbar, sowie eine hohe Anzahl sichtbarer Partikel fiir die Proben
mit 0,0003 und 0,001 % MHS15 (Abb. 4.35).
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Abbildung 4.35: Ausgewihlte Muster von Cetuximab 100 mg/ml in PBS, pH 6,0 mit
MHS15 (A) Startproben (aufen) und Proben nach 168 Stunden Schiittelstress (mitte)
mit 0,0003 % MHS15; (B) Startproben (aufen) und Proben nach 168 Stunden Schiit-
telstress (mitte) mit 0,1 % MHS15.

Die Tendenz der Destabilisierung durch Tenside in sehr niedrigen Konzentratio-
nen bei Agitationsstress konnte mit MHS15 und PO188 in hochkonzentrierter
Cetuximabformulierung ebenfalls bestéitigt werden. Der Effekt beschrinkte sich
nicht auf Polysorbat sondern scheint ein generelles Phinomen - zumindest fiir den
untersuchten Antikorper Cetuximab - zu sein. Weitere Untersuchungen mit un-
terschiedlichen Proteinen und Tensiden stellen ein interessantes Gebiet weiterer

Forschungen dar, um diese These zu untermauern.

Der genaue Mechanismus dieser Destabilisierung ist bisher unklar und nicht auf-
gekldrt. Eine Rolle kénnte ein bestimmtes Verhéltnis von Tensid, Protein bzw.
Protein /Tensid-Komplexen an der Luft/Wasser-Grenzfliche spielen. Zur Stabili-
sierung eines Proteins gegen Agitationsstress wird vor allem die Hinderung der
Adsorption des Proteins an hydrophoben Grenzflichen diskutiert [Katakam et al.,
1995; Maa und Hsu, 1997; Bam et al., 1998; Treuheit et al., 2002]. Beim Schiitteln
entstehen stdndig neue Oberflichen und damit Grenzflichen zwischen Luft und
Wasser. Cetuximab als Protein, welches amphiphile Eigenschaften besitzt, wird
so standig weiter die sich neu bildenden Oberflichen besetzen, da es in einem Dif-
fusionsgleichgewicht zwischen der Bulklésung und der Grenzfliche steht. An der
Grenzflache erfolgt partielle Entfaltung und Reorientierung, indem hydrophobe
Domaénen des Antikérpers nach aufsen treten. Hydrophobe Interaktionen mit wei-
teren entfalteten Proteinen werden dadurch begiinstigt und die Aggregatbildung
erhoht [Wang et al., 2008|. Ursache der Entfaltung des Proteins ist die Ober-
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flichenspannung der Grenzfliche. Um die Differenz der inneren Spannung des
Proteins und der Oberflaichenspannung zu verringern, entfaltet sich das Protein
partiell. Hydrophobe Molekiilteile werden somit nach aufen gekehrt [Fiihrling,
2004]|. Durch die Besetzung der Grenzfliche Luft/Wasser mit Tensid kann dieses
das Protein zum Einen teilweise von der Grenzfliche verdriangen, zum Anderen
wird durch das Tensid auch die Oberflichenspannung verringert. Dies bewirkt
einen geringeren Unterschied zwischen Oberflichenspannung und intramolekula-
rer Spannung im Protein, wodurch dieses eine geringere Tendenz zur Entfaltung
zeigt. Die Adsorption von Protein und Tensiden an der Luft/Wasser-Grenzfliche
ist kompetitiv. Da das Tensid normalerweise stirker an der Grenzfliche adsor-
biert, als das Protein, kann dieses fast vollstindig von der Grenzfliche verdrangt
und somit vor Entfaltung und Aggregation bewahrt werden [Randolph und Jo-
nes, 2002|. Ein weiterer protektiver Effekt ist eine direkte Interaktion des Ten-
sids mit hydrophoben Bereichen, von Bam z.B. fiir HSA und rhGH beschrieben
[Bam et al., 1998]. PS80 stabilisierte hierbei den "molten globule state" von thGH
durch hydrophobe Interaktion, und verhindert dadurch die intermolekulare Reak-
tion zwischen den entfalteten Proteinmolekiilen zum Aggregat. Der Schutz durch
direkte Interaktion wurde vor allem fiir hydrophobe Proteine beschrieben. Inter-
aktionsmessungen zwischen Cetuximab und Tensiden, wie PS80, konnten iiber

diese Art der Stabilisierung Auskunft geben.

4.2.1.2 Einfluss der Antikorper- und der Polysorbatkonzentration auf die
Stabilitit wihrend Lagerung bei erhéhter Temperatur

Wiéhrend sich die Tenside bei ausreichender Konzentration in den vorangegan-
genen Versuchen gegen Agitationsstress als wirkungsvoll erwiesen haben, wird
durch die Literatur ein destabilisierender Einfluss von Tensiden - insbesondere
Polysorbat - auf Proteine bei Temperaturstress beschrieben [Katakam et al., 1995;
Treuheit et al., 2002; Wang et al., 2008|. Ursache hierfiir kénnen beispielsweise oxi-
dative Verédnderungen bestimmter Molekiilteile (Polyoxyethylen-Untereinheiten)
im Tensid sein [Kerwin, 2008; Kishore et al., 2011a; Jaeger et al., 1994|. Neben
dem Einfluss von Polysorbat spielt die Antikérperkonzentration unter erhdhten
Temperaturen eine grofke Rolle fiir die Stabilitdt der Formulierung. Im Gegensatz

zu Schiittelstress sind hochkonzentrierte Antikorperformulierungen anfalliger ge-
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gen Temperaturstress als niedriger konzentrierte Losungen |Treuheit et al., 2002].
Ziel war es den Einfluss von Antikorper- und PS80-Konzentration auf Cetuximab

bei erhohten Temperaturen herauszuarbeiten.

In der folgenden Versuchsreihe wurde der Cetuximab-Standardformulierung (s.
Kap. 3.2.1.3) in den Konzentrationen 1, 10 und 100 mg/ml jeweils 0% - 0,1 %
Polysorbat 80 zugesetzt. Die Auswahl der Polysorbatkonzentration richtete sich
nach den Ergebnissen der Stressstudien: Es wurden jeweils die zwei Polysorbat
Konzentrationen, bei denen die gréfsten Instabilitdten beobachtet wurden ausge-
wihlt, 0,1 % als maximale Konzentration und jeweils 0 % PS als Referenz (Tab.
4.11). Die Vials wurden in Klimakammern bei 40°C/75 % r.h., 25°C/60 % r.h. und
im Kiihlschrank {iber einen Zeitraum 26 Wochen gelagert. Die Analyse der Proben
erfolgte mittels Grofenausschlusschromatographie, SDS-PAGE, Triibung, FT-IR

und visueller Kontrolle.

Tabelle 4.11: Verwendete Konzentrationen an Polysorbat 80 in Formulierungen mit
1, 10 und 100 mg/ml Cetuximab.

Polysorbatkonzentration [%]
Cetuximabkonz. Probe A Probe B Probe C Probe D

1mg/ml 0 0,00001  0,0003 0,1
10 mg/ml 0 0,000l 0,001 0,1
100 mg,/ml 0 0,0001 0,003 0,1

Alle Proben, die bei 2-8°C gelagert wurden zeigten keine Verdnderungen im Ver-
gleich zu den Startwerten und blieben stabil iiber den gesamten Lagerzeitraum.
Lagerung bei 25°C / 60 % r.h. zeigten nur geringe Verdnderungen der Stabilitét
von Cetuximab (Daten nicht gezeigt). Erst bei Lagerung >40°C / 75 % r.h. waren

signifikante Verénderungen der Stabilitit von Cetuximab erkennbar:

In der visuellen Kontrolle zeigten vor allem die Proben der 100 mg/ml Formulie-
rung nach Lagerung bei 40°C eine mit blofem Auge wahrnehmbare Opaleszenzer-
hohung im Vergleich zu den Startwerten (Abb. 4.36). In den Proben mit geringen
Polysorbatkonzentrationen wurden jeweils wenige proteinogene Partikel beobach-
tet. Dies galt sowohl fiir 1, 10 und 100 mg/ml. Im Vergleich zu den geschiittelten

Proben war die Anzahl der visuellen Partikel um ein Vielfaches geringer.
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Abbildung 4.36: Proben mit 100 mg/ml Cetuximab in PBS, pH 6,0 und (v.l.n.r.) 0,
0,0001, 0,003 und 0,1 % Polysorbat 80. A: Startwerte; B: nach 26 Wochen Lagerung bei
40°C / 75 % r.h.

Tritbungswerte und DLS-Ergebnisse (Abb. 4.37 C und D) bestétigten die Beob-
achtungen der optischen Kontrolle: Es wurde jeweils ein allgemeiner Anstieg der
Triibung iiber die Zeit innerhalb der Probenreihen gemessen. Dieser Effekt wurde
vor allem fiir die Proben mit 100 mg/ml nach 26 Wochen Lagerung deutlich. In-
nerhalb der einzelnen Cetuximab-Konzentrationsreihen kam es nur zu minimalen
Triibungsunterschieden zwischen den einzelnen Polysorbatkonzentrationen. In der
hochkonzentrierten Formulierung lief sich zusétzlich zur allgemeinen Erhéhung
der Triibung nach Lagerung fiir die beiden hohen PS80-Konzentrationen (0,003 %

und 0,1%) ein leichter Anstieg um 0,04 auf eine Absorption von 0,5 erkennen.

DLS-Messungen korrelierten mit den Triibungsmessungen und zeigten nach 26
Wochen einen sehr geringen Anstieg des z-Average fiir 1 und 10 mg/ml und eine
Verdoppelung von 25nm auf >50nm nach Lagerung fiir die 100 mg/ml Formu-
lierung. Innerhalb der 100 mg/ml Formulierungen ist ein sehr leichter Anstieg
um 3nm von der 0%igen Polysorbatformulierung zur 0,1 %igen festzustellen,
was vergleichbar mit den Triibungsmessungen ist. Die Ergebnisse lassen dar-
auf schliefsen, dass PS80 die Bildung unléslicher Aggregate bei Temperaturstress
nicht wesentlich beeinflusst. In der SE-HPLC hingegen wurde nach der Lagerung
bei 40°C / 75% r.h. ein polysorbatabhéngiger Anstieg der 16slichen Aggregate
fiir alle drei Cetuximabkonzentrationen festgestellt (Abb. 4.37 A und B), wobei
der signifikanteste Anstieg fiir die 1 mg/ml Formulierung bei der hochsten PS80-
Konzentration beobachtet wurde. Die Ergebnisse stehen im Kontrast zu den von
Matheus ermittelten Werten, die fiir PS80 nur einen sehr geringen Anstieg 16s-
licher Aggregate beobachtete, bei gleichzeitigem Anstieg der Triibung mit der
Polysorbatkonzentration [Matheus, 2006¢c|. Neben der Bildung von Aggregaten
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Abbildung 4.37: Analytik der Cetuximabproben mit PS80 zu Beginn und nach
26 Wochen Lagerung bei 40°C / 75 % r.h.: (A) Abbauprodukte gemessen via SE-HPLC;
(B) losliche Aggeregate gemessen via SE-HPLC; (C) Triibung bei 350 nm; (D) Partikel
im nm-Bereich, gemessen mittels DLS.

wurde nach 26 Wochen Lagerung auch ein signifikanter Anstieg an Cetuximab-

Spaltprodukten festgestellt. Uber 15 % Fragmente wurde bei der 1 mg/ml Formu-
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lierungen gemessen. Die Werte sind damit um ca. 3% hoher als die der 10 und
100 mg/ml Formulierungen. Die Ergebnisse der SDS-PAGE bestétigen zwar den
Zuwachs an Degradationsprodukten, der Unterschied zwischen 1 und 100 mg/ml
lasst sich rein visuell hier allerdings nicht feststellen. In der reduzierenden SDS-
PAGE wurden Abbauprodukte zwischen den Banden der schweren und der leich-
ten Kette nach 26 Wochen Lagerung verstiarkt sichtbar und bestétigen die Ergeb-
nisse der SEC (Abb. 4.38 und 4.39). Hierbei handelte es sich wahrscheinlich um
Spaltprodukte der schweren Kette. Die intensivere Bande bei ca. 120 kDa kénn-
te vom kompletten Antikérper mit einer abgespaltenen leichten Kette herriihren
[Matheus, 2006¢].
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Abbildung 4.38: Reduzierende SDS-PAGE der Startmuster von Cetuximab; die Gele
sind wie folgt beladen: [mg/ml Cetuximab / % Polysorbat]: (A) 1 Molekulargewichts-
marker SeeBlue® plus 2; 2 1/0;3 1/0,00001;4 1/0,0003;5 1/0,1;6 10/0;
710/ 0,0001; 8 10/0,001;9 10/0,1;10 100/ 0; 11 100/ 0,0001; (B) 1 Mole-
kulargewichtsmarker SeeBlue® plus 2; 2 100/ 0,003; 3 100/ 0,1.

Als Ursache fiir das vermehrte Auftreten l6slicher Aggregate wurde in der Lite-
ratur der Mechanismus der oxidativen Schidigung des Proteins durch Polysorbat
vorgeschlagen. Danach werden durch Polysorbat-Autoxidation Hydroperoxide,
Formaldehyd, Ameisensdure und hohermolekulare Spaltprodukte gebildet, wel-
che das Protein durch Interaktion schidigen konnen [Kerwin, 2008; Wang et al.,
2008|. In Untersuchungen mit IL2-Mutein wurde eine durch PS80 verursachte
oxidative Schidigung des Proteins nachgewiesen. Da die Autoren einen katalyti-
schen Effekt ausschlossen, wird die Bildung von Aggregaten (sowohl kovalenter

als auch nicht-kovalenter Natur) auf die Interaktion von Polysorbat 80 mit dem
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Abbildung 4.39: Reduzierende SDS-PAGE nach 26 Wochen Lagerung bei 40°C/75 %
r.h.; die Gele sind wie folgt beladen[mg/ml Cetuximab/ % Polysorbat]: (A) 1  Mole-
kulargewichtsmarker SeeBlue® plus 2; 2 1/ 0; 3 1/ 0,00001; 4 1/ 0,0003; 5 1/
0,1;6 10/0; 7 10/ 0,0001;8 10/0,001;9 10/0,1;10 100/ 0;11 100/ 0,0001;
(B) 1 Molekulargewichtsmarker SeeBlue® plus 2; 2 100/ 0,003; 3 100/ 0,1.

Protein zuriickgefiihrt, worauthin zuvor geschiitzte Gruppen zum Vorschein und
zur Reaktion kommen konnen. Der Anstieg 16slicher Aggregate mit steigender
Polysorbatkonzentration wird in der Literatur auch auf den Reaktionsmechanis-
mus der Bildung dieser Aggregate und deren Beeinflussung durch Polysorbat
zuriickgefiihrt: Bei Temperaturstress ist die Hauptursache der Aggregation die
proportional erhohte Rate an Molekiilkollisionen, welche zur Aggregation fiihrt
und nicht der Kontakt mit der Luft/Wasser-Grenzfliche. Die Reaktion ist auf-
grund der fehlenden Agitation rein diffusionskontrolliert. Fiir solche Reaktionen
fithrt die erhohte Temperatur zu groferen Diffusionsraten der reagierenden Spe-
zies, wodurch die Reaktionsrate zunimmt. [Treuheit et al., 2002; Chi et al., 2003|.
Laut Literatur kommt es schon vor der Schmelztemperatur eines Proteins zur
partiellen Entfaltung des Proteins |[Carpenter et al., 1999], welches die eigentli-
che reaktive Spezies darstellt. Treuheit stellte die Hypothese auf, dass Polysorbat
die Entfaltungsenergie von PEG-GCSF herabsetzt und somit zu einer erhéhten
Aggregatbildung fiihrt.

Untersuchungen mit F'T-IR bestétigten, dass Cetuximab in allen Proben nach
26 Wochen Einlagerung weiterhin im nativen Zustand vorlag (Abb. 4.40). Gest-

resste und ungestresste Proben zeigten jeweils ein einheitliches Profil der zweiten
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Ableitung der Amidbande I, was darauf schliefsen lisst, dass keine Verdnderun-
gen in der Sekundéarstruktur des Proteins vorkamen. Da die Lagerungstemperatur
die Schmelztemperatur des Antikorpers (73 £1°C) [Vermeer et al., 1998; Garidel,
2009; Kiese et al., 2008| nicht iiberschritt, kann das Protein wieder in den nativen
Zustand zuriickkehren. Die vorliegenden Aggregate in den gestressten Mustern
sind somit nicht denaturiert. Auch Polysorbat hatte auf die Sekundéarstruktur des
Antikérpers keinen Einfluss, was in Ubereinstimmung mit der Literatur ist [Bam
et al., 1996, 1998|. Die reaktive Spezies sollte somit im Gleichgewicht mit der nati-
ven Struktur vorliegen. Eine vermehrte Reaktion mit partiell entfaltetem Protein
bei erhohter Temperatur konnte dadurch ermdéglicht werden, und die Entstehung

nativer Aggregate begiinstigt werden.
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Abbildung 4.40: Exemplarische Darstellung der vektor- normalisierten zweiten Ab-
leitung der Amid-I-Bande fiir Start und nach 26 Wochen fiir die Proben mit 100 mg/ml
Cetuximab und steigendem Polysorbat- Anteil.

Neben dem polysorbatabhingigen Aggregatanstieg in den unterschiedlich konzen-
trierten Formulierungen ist zusétzlich auch ein von der Antikérperkonzentration
abhéngiger Effekt der Aggregatbildung zu beobachten. Mit steigender Protein-
konzentration (bei 0 % Polysorbat) erh6hte sich auch der gebildete Anteil 16slicher
Aggregate in der Formulierung (Abb. 4.37 B). Dieser Effekt wurde bereits von
Treuheit beobachtet [Treuheit et al., 2002]. Mit steigender Proteinkonzentration
nahm auch hier das Ausmaf der Bildung loslicher Aggregate, welche mit SE-
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HPLC detektiert wurden zu. Dies wurde wie bereits erwihnt auf die erhéhte Kol-
lisionsrate der Molekiile bei erhohter Konzentration zuriickgefiihrt. Die Bildung
unloslicher Aggregate ist hierbei nicht zwingend notwendig und héngt auch von
der Natur des gebildeten Aggregates sowie von den Solubilisierungseigenschaften

des umgebenden Mediums ab [Charman et al., 1993|.
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Abbildung 4.41: Exemplarisches Thermogramm fiir Cetuximab 1 mg/ml in PBS, pH
6,0; Scan von 40 - 110°C bei einer Scanrate von 1 K/min.

In der Literatur ist der Einfluss von Polysorbat auf die thermische Stabilitit von
rhGH beschrieben. PS bewirkte dort einen Abfall von 2°C [Bam et al., 1998|.
Ziel der nDSC-Untersuchungen war es, den Einfluss von PS80 auf die T,, von
Cetuximab zu untersuchen, und damit eine weitere Begriindung fiir die Bildung
von Aggregaten in Abhéngigkeit von der Polysorbatkonzentration zu erhalten.
Fiir bestimmte Hilfsstoffe, wie z.B. fiir NaCl und Sucrose, wurde ein positiver
Einfluss auf die T,, von Proteinen beschrieben [Remmele et al., 1998; Cueto
et al., 2003]. Durch eine direkte Interaktion von PS80 mit dem Protein konnte
eine Verschiebung der Schmelztemperatur induziert werden [Bam et al., 1996].
Auch wenn die T,, von Antikérpern bei rund 73 £1°C [Vermeer et al., 1998;
Garidel, 2009] liegt, kommt es auch bei geringeren Temperaturen schon zu einer
Verschiebung des Gleichgewichtes von nativem zu partiell entfaltetem Protein,

was die Bildung von Aggregaten begilinstigen kann.
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Abbildung 4.42: Schmelztemperaturen fiir Fc- und Fab-Fragment in Cetuximabfor-
mulierungen 1mg/ml in PBS, pH 6,0 mit unterschiedlichem Polysorbatanteil (0 -
0,03%).

Zur untersuchung dieses Effektes wurde die 1 mg/ml Formulierung mit steigen-
den Polysorbatkonzentrationen gespiked und vermessen. Abbildung 4.41 zeigt
exemplarisch das Thermogramm von 1mg/ml Cetuximab in PBS, bei dem der
Schmelzpeak des Fab-Fragmentes bei 73°C und der des Fc-Fragmentes bei 83°C
mit geringerer Hitzekapazitit zu erkennen sind [Welfle et al., 1999; Garidel, 2009].
Keiner der Scans zeigte mit steigender Polysorbatkonzentration eine Verdnderung
der Schmelztemperatur fiir Fab- und Fe-Fragment(Abb. 4.42). PS80 hatte somit
keinen direkten Einfluss auf die T,,, des Antikorpers, was mit den Messungen von
Matheus iibereinstimmt [Matheus, 2006¢].

Polysorbat bietet aufgrund der vorliegenden Ergebnisse keine Vorteile fiir die Sta-
bilisierung gegen Temperaturstress, sondern zeigte mit steigender Konzentration
sogar einen schidigenden Einfluss auf den Antikérper, was durch die Literatur
bestétigt wird |Treuheit et al., 2002; Bush et al., 1998; Matheus, 2006¢|. Die
Formulierungen ohne Polysorbat 80 waren geringfiigig stabiler (in SE-HPLC und
SDS-PAGE) als mit Polysorbatzusatz. Die beobachteten Effekte scheinen Lang-
zeiteffekte zu sein, und sind nicht auf Verdnderungen der Temperaturbesténdig-

keit des Antikorpers durch Polysorbat zuriickzufiihren, wie DSC-Daten belegten.
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Mit steigender Konzentration von Cetuximab nimmt dessen Anfalligkeit gegen
Temperaturstress ebenfalls zu. Grenzflichenphinomene spielen beim Tempera-
turstress eher keine Rolle. Polysorbat scheint diese Kollisionsfrequenz weiter zu
erhbhen und zu vermehrter Aggregation zu fiihren |Treuheit et al., 2002|. Eine
signifikante Verdnderung hydrophober Interaktionen von Tensid mit dem Protein
bei erh6hten Temperaturen wurde auch durch Bam vorgeschlagen [Bam et al.,
1998].

4.2.1.3 Untersuchung des Effektes unterschiedlicher Polysorbatqualititen
auf die Lagerstabilitdt des Antikdrpers bei erhéhten

Temperaturen

Im vorhergehenden Versuch wurde festgestellt, dass Polysorbat 80 nach Lagerung
bei erhdhter Temperatur einen tendenziell schidigenden Einfluss auf Cetuximab
(sichtbar in 16slichen Aggregaten in SEC) ausiibt. PS80 kann wie bereits beschrie-
ben durch Autoxidation und Sadurespaltungen [Kerwin, 2008] Spezies enthalten,
die bei Lagerung das Protein potentiell schidigen konnten [Ha et al., 2002]. Daher
wurde untersucht, ob auch der Oxidationsgrad von PS80 einen Einfluss auf die

Stabilitdt von Cetuximab wéhrend der Lagerung hat.

Hierzu wurde die 1mg/ml Standardformulierung verwendet, welche mit jeweils
0,1 % von drei verschiedenen Polysorbat 80 Chargen unterschiedlicher Qualitét
versetzt wurde. Zuvor wurde die Peroxidzahl (POZ) der Polysorbate bestimmt.
Ziel war es, ein PS80 mit einer sehr geringen POZ, eines mit einer mittleren POZ
und eines mit einer hohen POZ fiir die Stabilitdtsstudien zu verwenden. In den
Analysenzertifikaten der Hersteller ist die Grenze von Peroxiden im Polysorbat
mit einer POZ von maximal 5,0 angegeben. Da UV-Licht die Bildung von Per-
oxiden in Polysorbat begiinstigt [Donbrow et al., 1978], wurde zur Erzeugung
einer gestressten Polysorbat-Charge UV-Licht verwendet. Eine bereits lange in
Verwendung befindliche PS80 -Charge wurde hierzu zusitzlich mit UV-Stress
behandelt, bis dessen Peroxidzahl (POZ) iiber 5,0 lag. Eine neue Laborchar-
ge wurde mit mittlerer POZ zur Herstellung der Proben identifiziert. Fiir sehr
geringen Peroxidgehalt wurde eine Charge hochreines PS80 verwendet. Tabelle
4.12 listet die gemessenen POZ der verwendeten Polysorbatchargen. Die Formu-

lierungen enthielten nach Herstellung jeweils 0 oder 0,1 % Polysorbat 80 in den
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unterschiedlichen Qualitdten. Die Lagerung der Proben erfolgte in einer Klima-
kammer bei 40°C/75 % r.h. iiber einen Zeitraum von 26 Wochen. Als Referenz
wurden Muster im Kiihlschrank gelagert. Zur Untersuchung von Instabilititen
wurden die Proben mittels SEC, RP-HPLC, Triibung, visueller Kontrolle und
SDS-PAGE analysiert.

Tabelle 4.12: Peroxidzahlen der eingesetzten Polysorbatchargen.

Polysorbat 80 Charge (Qualitét) Peroxidzahl Probenbez.
0% PS80 n.a. A
0,1 %PS80 CRODA (hochrein) 0.65 B
0,1 %PS80 Merck (Standard Labor Charge) 2.9 C
0,1 %PS80 Merck (gestresst mit UV Licht) 5.1 D

Die optische Kontrolle der Proben ergab keine Unterschiede in der Triibung bei
Start und nach 26 Wochen (Abb. 4.43). Lediglich die Formulierung ohne Polysor-

bat zeigte vereinzelte proteinogene Partikel.

Abbildung 4.43: Visuelle Kontrolle von Cetuximab 1 mg/ml in PBS, pH 6,0 mit un-
terschiedlichen Polysorbatqualitdten; links: Startmuster; rechts: Muster nach 26 Wochen
Lagerung bei 40°C/ 75 % r.h.

In der SEC zeigten bereits die Startmuster der Proben vor allem fiir die Proben C
und D erhohte Aggregatanteile (Abb. 4.44 (A)), welche nach Evaluierung der Pla-
cebochromatogramme durch die Coelution des Polysorbates mit dem Cetuximab-
Dimerpeak stammen [Villalobos et al., 2005]. Zur Ermittlung der Stabilitdt der
Proben wurde daher rechnerisch der relative Anstieg der Aggregate in der Formu-
lierung nach Lagerung bestimmt. Hierzu wurde der Aggregatpeak der Startmus-
ter vom Aggregatpeak der Stressmuster subtrahiert (Abb. 4.44 B): Proben A, B

und C zeigten jeweils einen mékigen Zuwachs an Aggregaten von ca. 1 - 1,5 %.
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Entgegen der Erwartungen hatte das hochreine Polysorbat 80 in Probe B keinen
positiveren Einfluss auf die Aggregatbildung als die verwendete Laborcharge in
Probe C oder die PS80-freie Formulierung A.

mmmm Starwerte
8 - == 26 Wochen; 40°C / 75% r.h.
A 51B

6 - l

nach 26 Wochen

Aggregate [%]
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Abbildung 4.44: (A) Aggregate, detektiert via SE-HPLC zu Beginn und nach
26 Wochen Lagerung von Cetuximab 1mg/ml in PBS mit unterschiedlichen Polysorbat-
qualitaten; (B)rechnerisch ermittelter relativer Anstieg der Aggregate nach 26 Wochen
Lagerung.

Mittels SDS-PAGE wurde generell ein Anstieg kovalenter Aggregate und Ab-
bauprodukte nach Lagerung festgestellt (Abb. 4.45 und 4.46). Fiir die nicht-
reduzierten Gele lag im Vergleich zu den Startmustern eine Intensivierung der
Banden im Bereich von 120 kDa fiir alle Proben vor. Zusétzliche intensive Ban-
den traten bei 50 und 25kDa auf. Zudem deuten sehr viele, weniger intensive
Banden im Bereich 98 - 130 kDa auf das Entstehen vielfdltiger Abbauprodukte
hin. Zuséatzlich zur Monomerbande tritt bei der Formulierung mit der gestressten
Polysorbatcharge eine weitere Bande von >250kDa auf, welche auf die Entste-
hung loslicher Aggregate hindeutet. Dies bestitigt die Ergebnisse der SE-HPLC,
wo die gestresste Charge den hochsten Aggregatanstieg verzeichnete. In den redu-
zierten Gelen lagen zusidtzliche hochmolekulare Banden bei ca. 140 sowie 120 kDa
vor. Diese treten wieder besonders deutlich fiir die gestresste Charge zum Vor-

schein.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 123 45 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 4.45: Startmuster der nicht-reduzierten SDS-PAGE von Cetuximab
1 mg/ml mit unterschiedlichen Polysorbatqualititen (A), sowie reduzierte SDS-PAGE
von Cetuximab 1mg/ml mit unterschiedlichen Polysorbatqualitéten (B); beide Gele
sind wie folgt beladen: 1 Molekulargewichtsmarker SeeBlue® plus 2; 2 Cetuximab-
Standard; 3 Probe A; 4 Probe A; 80; 5 Probe C; 6 Probe C; 7 Probe B; 8
Probe B; 9 Probe D; 10 Probe D; 11  Cetuximab-Standard; 12 Molekularge-
wichtsmarker SeeBlue® plus2.

1 _ i 0 11 12 123 4 5 6 7 8 9 1011 12

2

Abbildung 4.46: Nicht- reduzierte SDS-PAGE (A), sowie reduzierte SDS-PAGE (B)
der Cetuximab-Proben nach Lagerung fiir 26 Wochen bei 40°C/75 % r.h.; die Gele wur-
den wie folgt beladen: 1  Molekulargewichtsmarker SeeBlue® plus 2; 2 Probe C; 3
Probe C;4 Probe B; 5 ProbeB8&8;6 ProbeD;7 ProbeD;8 ProbeA;9 Probe
A;10 — 11 — 12 Molekulargewichtsmarker SeeBlue® plus2; fiir Gel B sind Platz
1 und 2 vertauscht.
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Das Vorkommen dieser Banden lésst auf das Vorhandensein kovalent verlinkter
Aggregate schlieffen, welche wéahrend der Lagerung entstanden. Banden im Be-
reich von 30 und 60kDa sind allgemein in den reduzierten Gelen aufgrund des
Vorhandenseins von Abbauprodukten zu finden, wobei auch hier die Formulierung
mit der gestressten Polysorbatcharge die intensivsten Banden aufweist.

1,2 -

N Start
O 26w/ 2-8°C

1,0
0,8 -

0,6 -

04

Oxidationspeak [%]

0,2 1

0,0

A (0% PS 80) !

B (0,1% PS80 reinst)
C (0,1% PS80 Labor)
D (0,1% PS80 gestresst)

Abbildung 4.47: Oxidationsprodukte von Cetuximab 1mg/ml mit unterschiedlichen
Polysorbatqualitdten mittels RP-HPLC zu Beginn und nach 26 Wochen Lagerung bei
40°C / 75 % r.h.

Oxidationsprodukte wurden mit RP-HPLC fiir alle vier Formulierungen unter-
sucht (Abb. 4.47). Hierbei wurde ein Anstieg des Oxidationspeaks in der Rei-
henfolge A < B < C < D von 0,25% auf 0,54 % fiir die Startwerte festgestellt.
Nach der Lagerung betrug der Anteil des Oxidationspeaks zwischen 0,8 % und
1%. Der hochste Peak wurde fiir die hochreine Probe B detektiert, gefolgt von
Laborcharge C und gestresster Charge D. Die geringste Zunahme des Oxidati-
onspeaks wurde fiir die PS80-freie Formulierung A gemessen. Oxidative Sché-
digungen, welche nach Lagerung bei erhohter Temperatur auftreten, scheinen
nach den beobachteten Ergebnissen nicht zwangslaufig mit dem Oxidationssta-
tus des Polysorbates zusammenzuhéngen. Allerdings weisen die Messungen nur

einen sehr kleinen Unterschied von 0,2 % in der Peakfliche auf, somit ist die Si-
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gnifikanz, welche durchaus in den Bereich der Messschwankungen fallt, kritisch zu
beurteilen. Der nur geringe Anstieg von Oxidationspeak und loslichen Aggregaten
lasst darauf schliefen, dass sich die komplette Abwesenheit oxidierender Spezies
positiv auf den Oxidationsgrad des Antikérpers auswirkt [Lam et al., 1997]. In
der SDS-PAGE konnte wiederum gezeigt werden, dass die Schiadigung des Poly-
sorbates durchaus auch einen Effekt auf Cetuximab wihrend der Lagerung hatte,
da hier bei der gestressten Charge eine wesentlich gréfsere Menge an Aggregaten
(kovalent, nicht-kovalent) und Abbauprodukten erkennbar war. Das Fehlen der
Triibung in dieser Charge deutet zudem darauf hin, dass die gebildeten Aggregate
hauptsichlich 16slicher Natur sind.

Die erwartete Uberlegenheit der hochreinen Polysorbatcharge in Bezug auf die
Stabilitidt bei Lagerung konnte in der Versuchsreihe nicht befriedigend bestétigt
werden. Die Untersuchungen legen nahe, dass die Schidigung des Proteins nicht
nur vom Oxidationsgrad des Polysorbates abhéngen, sondern wahrscheinlich auch
auf anderen Abbauprodukten von Polysorbat, die beispielsweise bei Hydrolyse des
Molekiils entstehen, wie z.B. Formaldehyd, Ameisensiure, Essigsidure [Kerwin,
2008; Kishore et al., 2011b,a|.

4.2.1.4 Zusammenfassende Diskussion

In den beschriebenen Versuchsreihen wurde der Effekt von Polysorbat 80 (und
bedingt auch von MHS15 und PO188) und der Proteinkonzentration auf die
Stabilitit von drei verschieden konzentrierten Cetuximabformulierungen, sowohl
bei Agitation als auch bei thermischem Stress, analysiert. Zusétzlich wurde der
Einfluss der Polysorbatqualitit auf die Stabilitdt der Formulierung bei Tempe-
raturstress untersucht. In den Agitationsstudien zeigte PS80 sehr gute Eigen-
schaften bei der Stabilisierung des Antikorpers gegen Aggregation. Die Stabilitéit
wurde mit unterschiedlichen Techniken untersucht, um verschiedenste Aggregat-
Typen, die wihrend des Stressens entstehen, zu erfassen [Kiese et al., 2008; Zolls
et al., 2012|. Der stabilisierende Effekt von Polysorbat auf die Entstehung 16sli-
cher und unléslicher Aggregate kam hierbei bei unterschiedlichen Polysorbatkon-
zentrationen zum tragen. In Bezug auf unlésliche Aggregate wurde generell eine

Stabilisierung mit geringeren Polysorbatkonzentrationen erreicht als fiir 16sliche.
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Mit steigender Cetuximabkonzentration wurde mehr PS80 zur Stabilisierung der
Formulierung gegen agitationsbedingte Aggregation bendétigt. Die Tenside Ma-
crogolhydroxystearat und Poloxamer 188 hatten ebenfalls einen stabilisierenden
Effekt auf den Antikorper in den Schiittelstressstudien. In sehr niedrigen Kon-
zentrationen fiihrte die Anwesenheit der drei Tenside jeweils zu einer Destabili-
sierung der Cetuximabformulierung, was darauf schliefsen lasst, dass der Effekt
generell fiir Tenside erwartet werden kann. Bisher wurde dies nur durch Kiese
und Matheus fiir Polysorbat beschrieben [Matheus, 2006¢; Kiese et al., 2008|.
Eine Aufklarung des Destabilisierungsmechanismus steht bisher noch aus. Neben
dem Polysorbateffekt wurde eine zunehmende Stabilitit des Antikorpers gegen
Schiittelstress mit steigender Antikdrperkonzentration beobachtet und kann zum
Einen mit der erhohten Viskositat der Losung [Shire et al., 2004; Saluja und Ka-
lonia, 2008|, zum Anderen mit einem verénderten Verhéltnis von adsorbiertem
Antikorper zu Luft /Wasser Grenzflache erklart werden [Treuheit et al., 2002]. Bei
erhShter Lagertemperatur wurde fiir Cetuximab eine starkere Neigung zur Aggre-
gation mit steigender Proteinkonzentration beobachtet, ein Effekt, welcher auch
durch Treuheit fiir PEGylierte Modellproteine beschrieben wurde [Treuheit et al.,
2002|. Die Forscher begriindeten dies mit einer erhohten Interaktion zwischen den
Protein-Molekiilen, die dann zu einer vermehrten Aggregatbildung fiithrt. Da nur
mit Temperaturen unterhalb des Schmelzpunktes von Cetuximab gearbeitet wur-
de, blieben irreversible Strukturverdnderungen des Antikorpers aus. Im Gegensatz
zur sehr effektiven Stabilisierung gegen Agitationsstress stellte sich Polysorbat als
weniger vorteilhaft bei der Stabilisierung gegen Langzeittemperaturstress heraus.
Hier bewirkte PS80 einen leichten Anstieg der loslichen Aggregate, wobei kaum
ein Einfluss auf die Bildung visueller und subvisueller unloslicher Partikel gefun-
den wurde. Die erwartete Uberlegenheit hochreinen Polysorbates konnte in den
Versuchen nicht belegt werden. Die oxidative Schadigung durch gestresstes PS80
Cetuximab war nur gering im Gegensatz zu Literaturberichten [Ha et al., 2002;
Wang et al., 2008|. Neben Oxidationsprodukten kann die Schidigung auch von
anderen PS80-Abbauprodukten, wie z.B. freien Fettsduren stammen, wie durch
Kishore gezeigt. Bei der Entstehung dieser Produkte sind neben UV-Einfluss vor
allem Hydrolyseeffekte zu nennen. Eine Schwellenkonzentration intakten PS80
verhinderte wiederum die Schidigung [Kishore et al., 2011a]. Die Konzentration

der freien Fettsduren wurde fiir die verwendeten PS80-Chargen nicht untersucht.
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Weitere Untersuchungen kénnten hieriiber Aufschluss geben. Die Lagerung von
Polysorbat sollte in jedem Fall unter Ausschluss von Licht und Luftsauerstoff
erfolgen, um das Tensid so rein wie moglich in der Formulierung einzusetzen
[Ha et al., 2002]. Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse sollt die Dosierung des
Tensides jeweils der Konzentration des Proteins angepasst werden. Aufgrund po-
tentiell schidigender Einfliisse durch Oxidations- oder Hydrolyseprodukte sollte

die Menge in der Formulierung dennoch so gering wie moglich gehalten werden.

4.2.2 Interaktionsstudien

In den vorangegangenen Stresstests (Kap. 4.2.1) wurde indirekt der Einfluss des
Tensids auf die Stabilitit von Cetuximab betrachtet. Anhand der Untersuchun-
gen liefs sich bisher nicht feststellen, ob bzw. welche Art der Interaktion fiir die
stabilisierende oder destabilisierende Wirkung verantwortlich ist. Neben Grenz-
flicheneffekten [Chang et al., 1996; Kreilgaard et al., 1998b|, werden direkte Inter-
aktionen zwischen Proteinen und Tensiden in der Literatur diskutiert, die zur Sta-
bilisierung des Proteins gegen Stressbedingungen beitragen konnen [Jones et al.,
1997; Bam et al., 1998] (s. auch Kap. 1.3.2). Die Stabilisierung durch Interaktion
von Protein mit Tensid wurde beispielsweise durch die Erh6hung der CMC bei
Vorliegen von Protein in der Losung beschrieben [Jones et al., 1997|. Eine direkte
Messung der Interaktion zwischen HSA und Polysorbat 80 wurde durch Chou
mittels ITC beschrieben [Chou, 2005]. Interaktionsstudien sollten das Stabilisie-
rungsverhalten der nicht-ionischen Surfactants auf Cetuximab n&her beleuchten,
und einen Hinweis auf den zugrunde liegenden Stabilisierungsmechanismus geben.
Zusiétzlich wurde BSA als etabliertes Modellprotein mit lipophilen Bindungsta-
schen gew#hlt. Als monoklonaler Antikérper besitzt Cetuximab keine lipophilen

Bindungsdoménen wie BSA.

4.2.2.1 CMC-Bestimmung von Polysorbat 80 in

Cetuximabformulierungen
Der stabilisierende Effekt von Tensiden auf Proteine wird in der Literatur so-

wohl durch die Inkorporierung des zu stabilisierenden Proteins in Mizellen als

auch durch Adsorption an das Protein selbst beschrieben (s.auch Kap. 1.3.1).
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Der Protein-Protein-Kontakt wird damit reduziert, die Interaktionsmdéglichkeit
gesenkt. Unter der Annahme, dass eine Protein-Tensid-Interaktion dazu fiihrt,
dass weniger Tensid zur Bildung von micellaren Strukturen zur Verfiigung steht,
miisste die Anwesenheit von Protein bei der Bestimmung der CMC dazu fiih-
ren, dass eine hohere Konzentration an Tensid zum Erreichen der CMC benétigt
wird, als ohne Protein. Durch die Ermittlung der CMC in unterschiedlichen Ce-
tuximabformulierungen sollten erste Hinweise auf eine Interaktion zwischen dem

Antikorper und Polysorbat gesammelt werden.

Die CMC von PS80 wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden, Oberflichen-
spannungsmessungen und Ultraschall Resonator Technologie (URT), bestimmt
und die Werte mit denen der Literatur verglichen. Hierzu wurde fiir Cetuximab
bei 1 mg/ml, 10mg/ml, 100 mg/ml sowie fiir PBS jeweils eine Konzentrations-
reihe von PS80 hergestellt, welche dann mit Hilfe der Oberflichenspannungs-
messung mittels Stabmethode vermessen wurde. Die CMC wurde jeweils durch
Berechnung des Schnittpunktes der Geraden, welche sich aus der Trendlinie der
abfallenden Oberflichenspannung vor CMC und der Trendlinie der nahezu kon-
stanten Oberflichenspannungswerte nach Erreichen der CMC ergeben, ermittelt.
Fiir die CMC Bestimmungen mit URT wurde die Polysorbatkonzentrationsreihe

in Wasser, PBS-Puffer und 5mg/ml Cetuximab gemessen.

Tabelle 4.13 stellt die CMC-Werte von PS80 mit Hilfe von Oberflichenspannungs-

messungen und URT dar und zeigt einen Vergleich mit Daten aus der Literatur.

Tabelle 4.13: CMC von Polysorbat 80 in Cetuximablésungen unterschiedlicher Kon-
zentration in PBS, pH 6,0 im Vergleich mit Literaturwerten.

Medium CMC [%] CMC (%] CMC [%]
Messmethode Tensiometrie URT Literatur
PBS 0,00139 0,0014 0,0013()
1 mg/ml Cetuximab 0,00248 n.a. n.a.
5mg/ml Cetuximab n.a. 0,012 0,028
10 mg/ml Cetuximab 0,00436 n.a. n.a.
100 mg/ml Cetuximab 0,0432 n.a. 0,12

(1) [Helenius et al., 1979
(2) [Matheus, 2006¢]
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Die gemessenen CMC Werte fiir Polysorbat in Puffer stimmen gut mit den Wer-
ten der Literatur iiberein. Die mit der Stabmethode ermittelten CMC-Werte
fiir PS80 in 100 mg/ml Cetuximab differierten zu der von Mattheus ermittel-
ten CMC um mehr als das Doppelte. Die mit URT gemessenen CMC-Werte
wichen von bereits ermittelten Werten ab und waren niedriger als der Litera-
turwert. Abgesehen vom Abweichen von in der Literatur beschriebenen Werten,
ergab die CMC-Ermittlung in unterschiedlich hoch konzentrierten Cetuximab-
formulierungen einen Anstieg der CMC mit steigender Antikorperkonzentration.
Jones diskutierte fiir dieses Phianomen, welches auch bei der CMC-Bestimmung
von Polysorbat mit rhGH beobachtet wurde, eine Interaktion des Tensids mit
den hydrophoben Bindungsstellen des Proteins. Durch diese Interaktion steht ein
Teil des Tensids nicht mehr zur Bildung von Mizellen bereit, wodurch mehr zur
Erreichung der CMC benétigt werden wiirde [Jones et al., 1997]. Im Gegensatz
zu Ergebnissen von Kreilgaard [Kreilgaard et al., 1998b]|, welche Untersuchungen
mit Lysozym durchfiihrten, fand eine Stabilisierung des Antikorpers Cetuximab
bereits weit unterhalb der kritischen Mitzellbildungskonzentration statt. Auch
berichtete Vidanovich von einer Destabilisierung eines IgG durch PS80, welches
in CMC-Konzentrationen eingesetzt wurde [Vidanovic et al., 2003|. Der vorlie-
gende Versuch zeigt eine leichte Erhohung der CMC in Anwesenheit von Protein,
welche auf Adsorptionsvorginge des Tensids am Antikorper beruhen konnten. Al-
ternativ kann die CMC-Erhéhung auch mit der Konkurrenz um die Grenzflache-
nadsorption zwischen Antikérper und PS80-Molekiilen erklirt werden. Die hohe
Konzentration des Antikérpers an der Grenzfliche bendtigt dann eine signifikant
héhere Dosis an Polysorbat, um vollstdndig verdringt zu werden im Vergleich
zu einer Cetuximabfreien Losung [Mahler et al., 2009b]. Der Versuch gab einen
Hinweis darauf, dass Protein-Tensid-Interaktionen und Adsorptionsvorgéinge bei
der Stabilisierung von Cetuximab eine Rolle spielen konnten, da ein Teil des PS80
durch die Anwesenheit des Antikérpers nicht mehr zur Grenzflachenbelegung zur

Verfiigung stand.
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4.2.2.2 Isotherme Titrations Calorimetrie (ITC) zur Untersuchung von
Protein-Tensid Interaktionen

Kalorimetrie ist ein klassisches Verfahren, um chemische Reaktionen quantitativ
zu untersuchen und sie thermodynamisch zu beschreiben. Jede Reaktion ist mit
einer Enthalpie-Anderung (AH) verbunden, das heift, Wirme wird an die Umge-
bung abgegeben (exotherme Reaktion) oder von ihr aufgenommen (endotherme
Reaktion). Diese universelle Eigenschaft ist unabhéngig von der Grofe der Mo-
lekiile, sodass alle chemischen und biochemischen Reaktionen untersucht werden
konnen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass weder Immobilisierung noch
Markierung der Reaktionspartner erforderlich ist [Praefcke und Herrmann, 2005],
da das Auftreten von Bindungswérme ein natiirlich auftretendes Phinomen ist
[Liang, 2006]. ITC wird zur Untersuchung zahlreicher Interaktionsarten verwen-
det, wie zum Beispiel Protein-Protein-Interaktionen [Ye, 2000; Yokota et al., 2003]
sowie von Proteinen mit "Small-Molecules" |[Zhang, 2003|. Gerade die Untersu-
chung von Small-Molecule /Protein-Wechselwirkungen ist von hohem Interesse in
der Entwicklung neuer Arzneistoffe, da hier die Untersuchung der Affinitit eines
Molekiils zum potentiellen Rezeptor Auskunft iiber die Wirksamkeit des Arznei-
stoffes geben kann [Liang, 2006]. Mit ITC wurden bereits Interaktionen zwischen
Tensid und Protein untersucht, wie beispielsweise die Interaktion von Albutropin
mit PS80 [Chou, 2005], humanem Serumalbumin und Immunglobulinen |Garidel,
2009], sowie von BSA mit SDS [Nielsen et al., 2000].

Zur Detektion von Protein-Tensid-Interaktionen wurden Cetuximab und BSA vor
der Titration in tensidfreien PBS-Puffer eingebracht. BSA wurde hierzu in einer
Konzentration von 16 mM in PBS, pH 6,0 gelost. Cetuximab wurde per Diafil-
tration und anschliefender Einstellung auf 10 mM in den Puffer iiberfiihrt. Der
Diafiltrationspuffer bzw. der proteinfreie Puffer stand jeweils als Referenzldsung
fiir Blanktitrationen zur Verfiigung. Die Losung der Tenside erfolgte ebenfalls

in den verwendeten Puffern in einer Konzentration von 5mM. Details sind im
Material und Methoden Teil zu finden (Kap. 3.2.3.14).

Das Messsignal der I'TC ist der Heizstrom zum Erwéarmen der Messzelle, angege-
ben in pucal/s, aufgetragen gegen die Zeit. Abbildung 4.48 (A) zeigt die {iberein-

ander gelegten Rohdaten der einzelnen Titrationen: Bei der Titration von PS80
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in Puffer verursacht jede Injektion einen hier negativen Peak aufgrund freiwer-
dender Reaktionswéirme. Die auftretenden Signale stellen die Demizellisierungs-
energie des Tensids im Puffer dar, die durch die Verdiinnung der Lésung in der
Messzelle verursacht wird. Die Signale der Titration von Puffer in Cetuximab wer-
den beno6tigt, um spéter die Verdiinnungswiarme aus der Reaktion herausrechnen
zu konnen. Die eigentliche Titration ist die von Cetuximab mit Polysorbatlo-
sung. Um Demizellisierungs- und Verdiinnungseffekte herauszurechnen, werden
die Kurven voneinander subtrahiert. Die resultierende Kurve ist in Abbildung
4.49 fiir die Rohdaten und fiir das Integral dargestellt.
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Abbildung 4.48: Rohdaten der Titration von Cetuximab 1 mg/ml in PBS, pH 6,0 mit
Polysorbat 80; links: Rohdaten der Titrationen Cetuximab mit PS80, Puffer und von

Puffer mit PS80; rechts: Integrale der einzelnen Kurven.

Es féllt auf, dass das Signal des Thermogramms mit -0,35 pcal /sec bereits bei der
zweiten Injektion sehr gering ist (Abb. 4.49). Mit weiteren Injektionen nimmt die
Reaktionswéirme zunehmend ab, bis gegen Ende der Titration ab einem mola-
ren Verhiltnis von ca. 8 keine weiteren Anderungen mehr zu erkennen sind. Hier
sind die Reaktionswiarmen weitgehend auf Verdiinnungswéarmen und Demizelli-
sierungseffekte zuriickzufiihren. Die endothermen Signale stammen von Verdiin-

nungseffekten von Cetuximab wihrend der Titration, auch deutlich zu erkennen
in Abbildung 4.48 (A).
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Abbildung 4.49: Titration von 0,1 mM Cetuximab in PBS, pH 6,0 mit PS80 5mM
in PBS, pH 6,0 bei 25°C; (A) Rohdaten der Titration nach Blanksubtraktion; (B) Bin-
dungsisotherme der Reaktionsenthalpie, ermittelt durch Integration der Peaks aus (A)

aufgetragen gegen das molare Verhéltnis der Reaktionspartner; Kurvenfit: One Site
Model.

Die resultierende Reaktionswiarme nach Integration der bereinigten Kurve zeigt,
dass die Bindungsreaktion zwischen den beiden Molekiilen extrem gering, bzw.
vernachlissigbar ist. Die Reaktionsenthalpie liegt nahezu bei 0kJ/mol (Abb.
4.49). Die Kurve wurde nach einem One-Site-Modell gefittet (Algorithmus fiir
Molekiil mit einer Bindungsstelle). Hierbei wurde n (= Anzahl bindender Mole-
kiile) nach vorherigen Ermittlungen in Fittingversuchen = 1 gesetzt. Die resul-
tierende Affinititskonstante K, ist mit ~4000 M~ relativ klein, was fiir eine sehr
geringe Affinitdt von Polysorbat zu Cetuximab spricht. Im Vergleich hierzu weisen
Interaktionen eines IgG1 mit Protein A in ITC Experimenten K,(25°C)-Werte
in der Grofenordnung von ~3,5-108 M~! auf [Arouri et al., 2007]. Die Enthal-
pie AH zeigt nach Abzug aller Blanktitrationen geringe endotherme Werte um
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120 kJ/mol, im Gegensatz hierzu steht der positive entropische Beitrag AS°® mit
16,8 kJ-mol=!-K=1. Aus den gewonnenen Daten lésst sich die Gibbs Energie AG®

der Reaktion berechnen:

AG°=AH°-TAS°=-RTIn K,

wobei R die allgemeine Gaskonstante und T die Temperatur in Kelvin ist. Fiir
AG" ergibt sich damit ein Wert von -4,9-103 kJ-mol~!. Anhand der Werte konnen
sich grobe Aussagen iiber die Art der Interaktion treffen lassen: Insgesamt lauft
die Reaktion aufgrund des exergonischen AG® Terms von alleine ab. Hierbei ist
die Reaktion entropiegetrieben. Dazu trigt der negative Entropie-Term -TAS®
bei, welcher der sehr schwach positiven Enthalpie AH® entgegensteht (siehe hier-
zu Abbildung 4.51 rechts). Die gewonnenen Ergebnisse stimmen gut mit den von
Garidel erhobenen Daten fiir IgGs mit PS80 und PS20 iiberein. Im Vergleich
zur Bindung von IgGs zu Protein A sind die Affinitdten von Polysorbaten zu
IgGs vernachlissigbar gering. Konkrete Affinitdtskonstanten wurden in der Lite-
ratur nicht benannt. Der Bereich von 102 M~ - 103 M~! liegt jedoch nahe an den

gemessenen Werten im vorliegenden Versuch [Garidel, 2009)].

Auch die Interaktion von BSA mit PS80 bei 25°C wurde mittels I'TC unter-
sucht. Abbildung 4.50 zeigt die bereinigten Rohdaten (A) sowie die fiir zwei Bin-
dungsstellen gefittete Isotherme (B). Bereits die Rohdaten zeigten einen deutlich
hoheren Warmefluss von anfénglich -22 pcal/sec im Gegensatz zur Titration von
Cetuximab mit Polysorbat 80. Auch hier ist K, mit ~8-104 M—! noch relativ klein,
aber dennoch grofer als K, der Cetuximab/Polysorbat-Titration und deutet auf
eine schwache Bindung hin. Aus diesem Grund ist der Verlauf der Kurve auch
nicht wie fiir hohere Bindungsaffinititen sigmoidal, sondern weist nur einen leicht
gekriimmten, eher logarithmischen Verlauf auf [Thomson und Ladbury, 2004].
Das steil ansteigende Kurvensegment représentiert hierbei die Interaktion mit
der ersten Bindungsstelle, welche nach dem Fitting mit einem Molekiil Polysor-
bat interagiert. Die Interaktion mit dieser Bindungsstelle ist stirker ausgepragt,
als mit der zweiten Bindungsstelle, wo fiir K, ein Wert von ~3-104M~! gemes-
sen wurde. Dies wird vom zweiten Kurventeil beschrieben, welcher aufgrund der

geringeren Interaktion noch deutlich flacher ausfillt. Fiir die zweite Bindungs-
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stelle wurde die Besetzung mit drei Molekiilen Polysorbat errechnet. Das molare
Verhiltnis der vorliegenden Interaktion von PS80 : BSA betrdgt somit 4 : 1.
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Abbildung 4.50: Titration von 16 mM BSA in PBS, pH 6,0 mit PS80 5mM in PBS
bei 25°C; (A) Rohdaten der Titration; (B) Bindungsisotherme der Reaktionsenthalpie,
ermittelt durch Integration der Peaks aus (A) aufgetragen gegen das molare Verhiltnis

der Reaktionspartner.

Im Vergleich fanden Garidel ein molares Verhéltnis fiir PS 20 zu BSA von 1-2 :
1 mit K, (25°C) ~1,1-10* M~! [Garidel, 2009]. Der Fit wurde hier allerdings mit
einem "One-Site-Modell" durchgefiihrt, was zu leicht verdnderten Verhiltnissen
fiihren konnte. Ahnliche Bindungsverhiltnisse, wie in der vorliegenden Titration
fiir BSA mit Polysorbat 80 ermittelt wurden, konnten fiir das anionische Tensid
Triton X-100 mit BSA ermittelt werden. Hier interagierte das Tensid-Molekiil
mit BSA in einem molaren Verhéltnis von 4 : 1 [Nagamune et al., 1982]. Chou et

al untersuchten die Interaktionen zwischen HSA und Polysorbat 80 mit Hilfe von
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ITC und Fluoreszenztitrationsstudien. Hier wurde das molare Bindungsverhéltnis
mit einem One-Site-Modell auf 5-6:1 gefittet und eine K, (25°C) von ~1,9-103 M1
berechnet [Chou, 2005|. Die Bindungskonstante fiir die HSA /PS80-Interaktion ist
geringfiigig niedriger als die Konstanten im vorliegenden Versuch. Allerdings be-
richtet Garidel von einer hoheren Bindungsaffinitdt von BSA zu Polysorbat 20 als
von HSA zu Polysorbat 20. So kann die hohere Bindungskonstante auf die hohere
Affinitdt von BSA im Vergleich zu HSA zuriickgefiihrt werden. Abbildung 4.51

fasst die Bindungsparameter fiir beide Bindungsseiten von BSA zusammen.
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Abbildung 4.51: Thermodynamische Signatur der Interaktion von BSA mit Polysor-
bat bei 25°C an zwei Bindungsseiten (Kqi: 8,32:10 *M~tund Kgo: 2,84-10* M1), sowie
von Cetuximab bei 25°C (Kg: 3,79-103 M™1).

Fiir Bindungsstelle 1 ist erkennbar dass die Reaktion insgesamt exotherm ver-
lauft, da AG® negative Werte aufweist. Der relativ groke enthalpische Beitrag
von -1,037-10*kJ mol~! zur freien Energie wird durch einen positiven entropi-
schen Term verkleinert. Fiir die zweite Bindungsstelle tragen ein negativer entro-
pischer Term sowie negative AH® insgesamt zu einer Gibbs’schen Energie von
-4833 kJ-mol~! bei, was fiir eine sowohl enthalpisch als auch schwach entropisch
getriebene exotherme Reaktion spricht. Die fiir beide Bindungsstellen vorliegen-
den negativen AH° Werte deuten zudem auf vorherrschende Interaktion iiber
van der Waals-Kréfte hin [Garidel, 2009]. Fiir BSA konnte erwartungsgemif eine

direkte Interaktion nachgewiesen werden.
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Im Gegensatz hierzu sind die Affinitdten von PS80 zu Cetuximab anhand der
erhobenen Daten vernachlissigbar, was darauf schliefen lésst, dass der vorherr-
schende protektive Mechanismus von Polysorbat 80 zur Stabilisierung von Cetu-
ximab nicht durch eine direkte Interaktion zustande kommt, sondern doch eher
auf Verdriangungseffekte wie bereits in Kapitel 4.2.1 diskutiert, oder z.B. durch
Kreilgaard und Randolph beschrieben [Kreilgaard et al., 1998b; Randolph und
Jones, 2002]. Auch die destabilisierende Wirkung der Tenside kann nicht mit einer
direkten Interaktion erklart werden. Geringe adsorptive Effekte konnten trotzdem

einen Einfluss haben.
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Abbildung 4.52: Titration von 0,1 mM Cetuximab in PBS, pH 6,0 mit MHS15 5mM
in PBS, pH 6,0 bei 25°; (A) Rohdaten der Titration; (B) Bindungsisotherme der Re-
aktionsenthalpie, ermittelt durch Integration der Peaks aus (A) aufgetragen gegen das
molare Verhéltnis der Reaktionspartner.

Weitere Tenside wurden auf eine Interaktion mit Cetuximab untersucht. Fiir
MHS15 liefs sich eine dhnliche Isotherme - allerdings mit deutlich niedrigerer
Energie - wie fiir BSA mit PS80 erzeugen (Abb. 4.52). Der negative AH’-Wert
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sowie ein positiver AS°-Wert tragen zu einer insgesamt exothermen Reaktion mit
einer Bindungskonstante von K, 1,47-10* M~! bei. Die Interaktion ist somit etwas
stirker als die von Cetuximab mit PS80, aber geringer als fiir BSA mit PS80.
Der Grund fiir die ausgeprigtere Interaktion kdnnte in der geringeren Gréfe des
Molekiils im Vergleich zu Polysorbat 80 liegen. Mit einem Molekulargewicht von
344,529 g/mol ist es ca. nur 1/3 so grok wie Polysorbat, wodurch es z.B. aus

sterischen Gesichtspunkten besser mit dem Molekiil reagieren konnte.

Die Titration von Cetuximab mit PO188 brachte im Gegensatz zu MHS15 und
PS80 keine auswertbaren Ergebnisse. Eine Interaktion scheint hier nicht statt-
zufinden, was darauf schliefen ldsst, dass PO188, wie auch die anderen Tenside,
eher durch reine Oberflichenaktivitit einen protektiven Effekt auf Cetuximab
wahrend Agitation ausiibte. Befriedigend messbare Interaktionen liefsen sich so-
mit nur zwischen BSA als hydrophobes Transportprotein und PS80 messen. In-
teraktionen von Cetuximab mit den untersuchten Tensiden sind vernachléssighar

gering.

4.2.2.3 Oberflichenplasmonresonanz (SPR) als Tool fiir die
Interaktionsdetektion zwischen Proteinen und Tensiden

Die SPR Technologie ist eine hdufig genutzte Technologie zur Charakterisierung
von Interaktionsmechanismen [Rich und Myszka, 2005]. Der Vorteil label-freier
Detektion, Real-Time-Datenaufzeichnung, ein hoher Automatisierungsgrad und
hierdurch auch die Moglichkeit zur High-Troughput-Analytik sowie die relativ
leichte Handhabung macht die SPR-Technologie zu einem wertvollen Werkzeug
im Drug Discovery und weiten Gebieten der Biotechnologie. Mit Hilfe dieser
Technik kann eine hohe Zahl unterschiedlichster Molekiile analysiert werden, wie
beispielsweise DNA, Peptide, Proteine, Virus Partikel bis hin zu ganzen Zellen
und deren Membranen [Rich und Myszka, 2004]. Verglichen mit klassischen End-
Punkt Assays, welche hauptsichlich kompetitive Reaktionen oder Inhibitionen
darstellen konnen, bieten SPR Sensoren weitaus mehr Information mit groferen
mechanistischen Details in einem Experiment. Tabelle 4.14 fasst diese Parameter

Zusaminen.
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Tabelle 4.14: Messbare Parameter mit Hilfe von SPR.

Eigenschaft Parameter
Thermodynamik K., Kp, AH, AS
Kinetik kon; koff, t1/2
Kompetition / Inhibition ICs, K;

Konzentration [C]

Funktion / Aktivitat (ja/nein-Entscheidungen)

4.2.2.3.1 Verwendung der Modellproteine Cetuximab und BSA als Li-

ganden

Zur Messung von Interaktionen der Modellproteine Cetuximab und BSA wurde
ein BIACORE® 3000 verwendet. Hier wurde zunichst mit dem Standard-Sensor-
Chip, einem CM5-Chip gearbeitet. Seine Oberfliche besteht aus einer carboxyme-
thylierten Dextranmatrix, welche kovalent an den Goldfilm gebunden ist. Beide
Proteine wurden bei einer Bindungskapazitit von 10000 RU an die aktivierte Dex-
tranmatrix gebunden. Hierfiir wurde BSA (10 pg/ml in 10 mM Natriumacetat, pH
5.0) und Cetuximab (3 ug/ml in 10 mM Natriumacetat pH 5.5) fiir jeweils 10 min
bei einer Flussrate von 10 ul/min injiziert. Im Anschluss wurden entsprechende
Verdiinnungen der Analyten in HBS-N mit einer Injektionsrate von 15 pl/min fiir

je 3min iiber die praparierten Chip-Oberflichen injiziert (Tab. 4.15).

Tabelle 4.15: Konzentration der Analyten in HBS-N Puffer pro Zyklus fiir
BIACORE®-Analytik von Cetuximab und BSA als Ligand.

Analyt
Zyklus-Nr. PS80 MHS15 PO188
Puffer Puffer Puffer

0,000045% 0,000045 % 0,000045 %
0,00014%  0,00014%  0,00014 %
0,0004 % 0,0004 % 0,0004 %
0,00123%  0,00123%  0,00123 %
0,0037 % 0,0037 % 0,0037 %
0,011 % 0,011 % 0,011 %
0,033 % 0,033 % 0,033 %
0,1 % 0,1 % 0,1 %

O 00~ O Tl W+
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Die gezeigten Sensorgramme stellen die Daten nach Abzug der Bulksignale, die
sowohl in der Probenzelle als auch in der Referenzzelle auftreten dar. Bulksignale
stammen von der Anderung des Brechungsindex der Losung sobald eine Injektion

vorgenommen wird und stellen jegliche Art von Bindung dar [Gronewold, 2007].

BSA stellt als unspezifisches lipophiles Transportprotein die Positivkontrolle fiir
die Interaktionsuntersuchung dar. Mit diesem Molekiil wurden schon unter ver-
schiedenen experimentellen Bedingungen lipohile Wechselwirkungen mit Tensid-
molekiilen nachgewiesen [Gelamo et al., 2004, sowie auch mittels ITC in Kapitel
4.2.2.2 gezeigt. Da die Kurven keinen Steady-State-Zustand erreichen, waren ein
Kurvenfit und damit eine Aussage iiber eine mogliche Reaktionskinetik nicht

moglich. Die Kurven wurden daher nur qualitativ ausgewertet.

80

Start Injektion Ende Injektion —— Puffer
—— PS80 0.000045%
PS 80 0.00014%
PS 80 0.0004%
—— PS 800.00123%
—— PS 800.0037%
PS 800.011%
P$S 80 0.033%
—— PS800.1%

Resp. Diff. [RU]

-40

0 100 200 300 400
Zeit [sek.]

Abbildung 4.53: Sensorgramme der Interaktion von immobilisiertem BSA und Poly-
sorbat 80 in HBS-N, pH 7.4 mit steigenden Konzentrationen. Die Injektion erfolgte mit
einer Flussrate von 15 ul/min {iber 3 min.

Die Sensorgramme der Wechselwirkung zwischen BSA und PS80 zeigen einen
steilen Anstieg der Kurven direkt nach der Injektion, die im positiven RU Be-
reich liegen (Abb. 4.53). Dies deutet auf eine rasche Akkumulation des Tensids an
der Sensor-Oberflache hin. Bei niedrigen Polysorbatkonzentrationen bilden sich
negative Response Differenzen. Erst ab 0,0037 % PS80, was die erste Konzentra-
tion darstellt, die oberhalb der CMC liegt, ist ein positiver Verlauf der Kurven zu

detektieren. Die erwartete Response von ca. 180 RU bei Zugrundelegung einer 1:1
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Stochiometrie wurde mit den untersuchten PS80-Konzentrationen nicht erreicht.

Diese wurde wie folgt berechnet |Karlsson et al., 1997]:

RULiGAND

—MWANALYT = RUERWARTET
MWLIGAND

Nach Ende der Injektionen ist ein langsames Abflachen dieser Kurven zuriick zur
Basislinie erkennbar, was auf eine langsame Abdissoziation des Analyten (hier
PS80) schliefen lisst. Uber die gesamte Injektionsdauer wird kein Steady-State-
Zustand der Analyt-Konzentration an der Chipoberfliche erreicht, sondern es ist
im Verlauf der Injektion eine langsame Abdiffusion von PS80 anhand des Absin-
kens der Response Differenz detektierbar. Die Stagnation der Response-Erhéhung
mit steigenden PS80-Konzentrationen lisst auf eine Sattigung der Oberfliche
schliefsen. Die Messungen bestétigten die mit I'TC generierten Ergebnisse, der
Interaktion zwischen BSA und PS80 (s. Kap 4.2.2.2).

Resp. Diff. [RU]

T T T -50 T T T
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400

Zeit [sek.] Zeit [sek.]

Puffer Puffer

—— MHS 15 0.000045% —— P0O188 0.000045%
MHS 15 0.00014% PO188 0.00014%
MHS 15 0.0004% PO188 0.0004%

—— MHS 15 0.00123% —— P0O188 0.00123%

—— MHS 15 0.0037% —— PO188P0188 0.0037%
MHS 15 0.011% P0O1880.011%
MHS 15 0.033% PO188 0.033%

—— MHS 150.1% —— PO1880.1%

Abbildung 4.54: Sensorgramme der Interaktionen von (A) BSA mit MHS15 in HBS-
N, pH 7,4 mit steigenden Konzentrationen und (B) BSA mit PO188 in HBS-N, pH 7.4
in steigenden Konzentrationen. Die Injektion erfolgte mit einer Flussrate von 15 ul/min
iber 3 min.

Auch fir MHS15 und PO188 ist eine Interaktion mit BSA sichtbar, anhand der
positiven Sensorgramme bis 90 RU fiir MHS15 und 11 RU fiir PO188 (Abb. 4.54).

Ein nahezu senkrechter Anstieg zu Beginn, gefolgt von einem leichten Abfall der
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Kurven iiber den Injektionsverlauf, zeichnen die Interaktion mit MHS15 aus. Die
Kurven dhneln denen der Interaktion von BSA mit PS80, im positiven Response
Bereich. Der schnelle Kurvenabfall nach Injektionsende deutet auf ein schnel-
les Abdifundieren von MHS15 von der Chipoberfliche hin, was fiir PS80 nicht
der Fall war. Mit steigenden Konzentrationen ist auch hier ein Sattigungseffekt
erkennbar, der sich am kleiner werdenden Abstand der Kurven zueinander mit
steigender Konzentration dufsert. Eine schwache Interaktion scheint hier zu exis-
tieren. Bei PO188 kommt es zu einem langsameren Anfluten des Molekiils und
zum FErreichen eines nahezu konstanten Steady-States. Die erwarteten RU von
1300 wurden hier nicht erreicht, sondern die gemessene Bindung war deutlich
schwacher. Interessanterweise kommt es bei PO188 zu den grofiten Signalen bei
der geringsten Konzentration. Das Signal der 0,000045 %igen Losung weist hier
eine Grofe von durchschnittlich 10 RU auf. Mit zunehmender Konzentration ver-
ringert sich dieses zunehmend bis es fiir 0,1 % und 0,033 % sogar negative Werte
bis ca. -25 RU annimmt. Die negativen Kurvenausschlige konnen durch eine hohe-
re Interaktion des Tensides mit der reinen Dextranmatrix in der Referenzzelle als
mit der mit BSA besetzten Oberfliche begriindet werden. Bei ansteigender Ten-
sidkonzentration scheint sich hier die Affinitdt vom Protein zur reinen Dextran-
matrix hin zu verschieben. Die rohen Bulksensogramme der PO188-Titrationen
tiber BSA weisen nahezu alle den gleichen Wert von ca. 25 RU auf (Daten nicht
gezeigt), erst bei den beiden letzten Injektionen von 0,033 % und 0,1 % PO188-
Losung wird ein signifikanter Anstieg des Responses sowohl in der Blank-Zelle als
auch fiir die mit BSA beladene Zelle beobachtet. Der deutlich negative Wert von
-20RU liegt bei einer PO188-Konzentration von 0,1 %, was wiederum auch die
CMC von PO188 in Wasser darstellt |Youan, 2004]. Die Bildung mizellarer bzw.
laminarer Strukturen durch PO188 scheint dessen Affinitdt gegeniiber der nicht
beladenen Dextranmatrix zu erhéhen und somit fiir BSA negative RU Werte zu
erzeugen. Ein weiterer Grund kdnnte eine sterische Hinderung der Interaktion
der mizellar angeordneten PO188-Molekiile mit BSA sein. BSA kénnte durch
seine Immobilisierung an der Dextranmatrix ein tieferes Eindringen der Mizel-
len verhindern und somit das Gleichgewicht zugunsten der unbeladenen Matrix

verschieben.
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Im Gegensatz zu BSA zeigten die Sensorgramme der Untersuchungen von Cetu-
ximab mit den drei Tensiden keine mit dem BIACORE® messbaren Interaktio-

nen.
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PS 80 0.0004%

—— PS800.00123%
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Abbildung 4.55: Sensorgramme fiir die Titration von PS80 iiber Cetuximab auf einem
CMb5 Chip in HBS-N, pH 7,4. Die Injektion erfolgte mit einer Flussrate von 15 ul/min
iiber 3 min.

Die Sensorgramme weisen fiir alle gemessenen Konzentrationen eine negative Re-
sponse Difference auf (Abb. 4.55). Im negativen Bereich scheinen sich jedoch auch
hier Sattigungseffekte zu ergeben, die mit steigender Konzentration bei einem Mi-
nimum von -60 RU liegen. Die Immobilisierung der Antikérpermolekiile kénnte
eine sterische Hinderung des Eindringens der Tensidmolekiile in die Dextran-
matrix bewirkt haben, und so einen Teil der Interaktionen tiefer in der Matrix
verhindert haben. Gerade beim Erreichen der CMC konnte dies einen Grund fiir
das weitere Absinken der Response Difference durch stirkere Interaktion mit der
unbelegten Matrix darstellen, da die gréfieren Mizellen noch weniger in die Matrix
eindringen konnen. In Abbildung 4.56 sind die gleichen Effekte auch fiir MHS15
und PO188 dargestellt.

Im néchsten Schritt wurde versucht, die Interaktion der Tensidmolekiile mit der
Dextranmatrix so weit wie moglich zu reduzieren, um so die reine Interaktion von
Protein mit den Tensidmolekiilen untersuchen zu kénnen. Fiir diese Versuchsrei-
hen wurde ein C1-Chip verwendet. Dieser Chip zeichnet sich durch eine flache

Goldoberfliche ohne Matrixmolekiile aus. Die Carboxylgruppen, welche zur Im-
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Resp. Diff. [RU]
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Abbildung 4.56: Sensorgramme der Interaktion von Cetuximab mit (A) MHS15 und
(B) PO188 in HBS-N, pH 7,4. Die Injektion erfolgte mit einer Flussrate von 15 ul/min
iiber 3 min.

mobilisierung des Liganden auf dem Chip bendtigt werden, sind hier direkt an
der Goldoberfliche gebunden. Die Modellproteine wurden zur Immobilisierung,
wie zuvor, fiir jeweils 10 min bei einer Flussrate von 10 ul/min injiziert (BSA:
10 ug/ml in 10 mM Natriumacetat, pH 5.0; Cetuximab: 3 ug/ml in 10 mM Natri-
umacetat pH 5.5). Im Anschluss wurden entsprechende Verdiinnungen der Ana-
lyten (sieche Tabelle 4.15) iiber die priaparierten Chip-Oberflachen injiziert. Die
maximale Bindungskapazitit des Chips liegt bei diesen Versuchsreihen bei ca.
1500RU - was einer Beladung von 1500 pg/mm? entspricht - im Gegensatz zu
10000 RU fiir den CM5 Chip. Dieser wesentlich kleinere Wert ist auf das Feh-
len der Dextranmatrix zuriickzufiihren, da durch deren vergréferte Oberfldche

wesentlich mehr Ligandenmolekiile gebunden werden koénnen.

Die Titration der Tenside iiber die beiden Modellproteine ist exemplarisch in
Abbildung 4.57 fiir BSA und Cetuximab mit Polysorbat 80 dargestellt. Auch
hier konnten Kurvenfits und eine Berechnung der Reaktionskinetik nicht durch-
gefithrt werden, da ein Steady-State-Zustand nicht erreicht wurde und es blieb
bei einer qualitativen Auswertung. Beide Graphen zeigten einen initialen Abfall
der RU nach Injektionsstart bei Polysorbatkonzentrationen ab 0,00123 % - 0,1 %.

122



Kapitel 4 Ergebnisse und Diskussion

200

100

-100

Resp. Diff. [RU]

-200

-80 T T T -300 T T T T T
0 100 200 300 400 0 50 100 150 200 250 300

Zeit [sek.] uter Zeit [sek.]

—— PS 80 0,000045%
PS 80 0,00014%
PS 80 0,0004%

—— PS800,00123%

—— PS800,0037%
PS 800,011%

PS 80 0,033%
—— PS8001%

Abbildung 4.57: Sensorgramme der Interaktion von immobilisiertem (A) BSA und
(B) Cetuximab mit PS80 in HBS-N, pH 7,4 auf einem C1-Chip. Die Injektion erfolgte
mit einer Flussrate von 15 ul/min iiber 3 min.

Sowohl bei BSA als auch bei Cetuximab wurde dieser initiale Abfall fiir die drei
niedrigsten injizierten Konzentrationen von 0,000045 %, 0,00014 % und 0,0004 %
nicht beobachtet. Im Vergleich zum CMb5-Chip tritt bei der Interaktion von BSA
mit Polysorbat 80 nur eine sehr geringe positive Response Difference von 2-5 RU
fiir die Konzentrationen 0,0037 % und 0,011 % auf. Wiirde man den initialen Ab-
fall des Responses bei Injektion allerdings herausrechnen, ergeben sich fiir beide
Proteine Sensorgramme mit positiven Responses fiir Polysorbatkonzentrationen
von 0,0037% - 0,1 % bei BSA und 0,0037 % und 0,011 % fiir Cetuximab (Abb.
4.58). Interessant ist hierbei, dass die RU mit steigender Tensidkonzentration ab-
nehmen, anstatt bei steigender Tensidkonzentration eine Sattigung im positiven
RU Bereich anzustreben. Eine schwache Interaktion kénnte unter zu Hilfenahme

dieser Interpretation also fiir beide Proteine mit PS 80 vorliegen.

Die Sensorgramme fiir MHS15 ergaben fiir BSA und Cetuximab nahezu kei-
ne Interaktion. Alle Sensorgramme befanden sich im negativen Responsebereich
und wiesen auf keine direkte Interaktion hin. (Daten nicht gezeigt). Genauso fiir
PO188, hier befanden sich alle Sensorgramme fast iibereinstimmend auf dem Re-
sponse Level 0 (Daten nicht gezeigt). Gerade fiir MHS15 hétte man auch mit dem

C1-Chip eine Interaktion wenigstens mit BSA erwarten konnen, da sich hier bei
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Verwendung des CM5-Chips die deutlichsten Interaktionen detektieren liefsen.
Dies lieft sich mit den durchgefiihrten Versuchsreihen mit dem C1 Chip nicht
bestétigen (s. auch Abb. 4.58).
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PS 80 0,0004%

—— PS800,00123%

—— PS800,0037%
PS 80 0,011%
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Abbildung 4.58: Modifizierte Sensorgramme der Interaktion von immobilisiertem
BSA (A) und Cetuximab (B) mit PS80 in HBS-N, pH 7,4 auf einem C1-Chip. Die
Injektion erfolgte mit einer Flussrate von 15 ul/min tiber 3min. Per y-Transformation
wurde der Nullpunkt auf den Zeitraum kurz nach Injektionsstart gesetzt.

Das Immobilisierungslevel im Falle des C1-Chips ist sehr klein. Der Massenzu-
wachs, der durch die Interaktion des Tensids mit dem Liganden stattfinden sollte,
ist vermutlich zu gering, so dass aus diesem Grund kein Signalanstieg zu erkennen
war. Zu erwartende Responsewerte rangierten im Bereich 5 - 100 RU, was im Ver-
gleich zu den erwarteten RU mit dem CM5-Chip sehr wenig ist. In den meisten
Sensorgrammen waren keine Signale erkennbar oder durch Artefakte iiberlagert
(Daten nicht gezeigt). Die amphiphile Natur der Tenside und die daraus resultie-
rende Tendenz Mizellen zu bilden, kénnen hierzu beigetragen haben. Die hydro-
phobe Beschaffenheit der Chipoberfliche kdnnte zusétzlich bewirkt haben, dass
Artefakte sowie nicht reproduzierbare Signale wahrend der Messungen auftraten.
Durch hydrophobe unspezifische Interaktion der Tenside mit dem Chip kénnen
hier wiederum verfilschte Ergebnisse aufgetreten sein. Zusammenfassend liefs sich
aus den Daten mit dem C1 Chip keine zusétzliche Aussage iiber die Interaktion

zwischen Protein als Ligandenmolekiil mit einem der verwendeten Tenside zie-
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hen. Maximal die Interaktion zwischen PS80 und den beiden Modellproteinen
ist unter zu Hilfenahme der modifizierten Y-Transformation mit dem C1 Chip

nachzuweisen.

4.2.2.3.2 Funktionalisierung von Polysorbat 80 an der alkoholischen
Gruppe

Die Detektion von Interaktionen mit dem BIACORE® 3000 war mit den vor-
angegangenen Versuchen nur mit Tensid als Analyt und dem Protein als immo-
bilisierten Liganden durchfiihrbar. Die Adsorption des Polysorbates schien vor
allem konzentrationsabhingig zu sein, so dass eine eindeutige Aussage iiber ei-
ne direkte Interaktion auch aufgrund der geringen Molekiilmasse des PS nicht
eindeutig moglich war. Die Immobilisierung von Polysorbat sollte daher herange-
zogen werden, um die Interaktionsuntersuchungen nun mit den Proteinen als Li-
ganden durchzufiihren. Hierdurch kénnten Mizellisierungseffekte vermieden wer-
den, welche unter Umsténden einen Einfluss auf die Art der Interaktion haben.
Des Weiteren bietet die Immobilisierung des Tensids den Vorteil eines hoheren
Massenzuwachses bei der Interaktion, da die Molekiilmasse der Proteine im Ver-
gleich zu Tensid um ca. das 10 - 20- fache hoher ist. Durch das wesentlich héhere
Molekulargewicht der beiden Modellproteine kénnte es moglich sein, wesentlich
geringere Interaktionen zu detektieren, da ein einzelnes Molekiil welches an die
Oberflache adsorbiert schon eine wesentlich grofere Massenédnderung und damit
Response Difference hervorruft. Da das Polysorbatmolekiil unter den gegebenen
Umstanden mit normalen Kopplungsreagentien nicht an den Chip gebunden wer-
den konnte, sollten funktionelle primire Amingruppen in das Polysorbat einge-
fithrt werden. Durch diese Funktionalisierung konnte die routineméfig verwendete
Amin-Kopplungsreaktion mit EDC/NHS zur Immobilisierung des Molekiils auf
dem Chip angewendet werden (Abb. 4.59). Als Kopplungskomponente fiir die

Funktionalisierung wurde Glycin gewéhlt.

Die Kopplung des Glycins an die alkoholischen Endgruppen der PEG-Ketten des
Polysorbates wurde mit Hilfe der Veresterung nach Steglich durchgefiihrt [Neises
und Steglich, 1978] (Abb. 4.60). DCC (Dicyclohexylcarbodiimid) und die Fmoc-

geschiitzte Carbonsdure Glycin reagieren hierbei zu einem O-Acylisoharnstoff,
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Abbildung 4.59: Schematische Darstellung der Aminkopplungsreaktion auf dem
Sensor-Chip.

dessen Reaktivitdt mit dem entsprechenden Anhydrid der Sdure vergleichbar ist.
Durch die weitere Reaktion mit einer alkoholischen Gruppe von Polysorbat 80
bildet sich der sehr stabile Dicyclohexylharnstoff und ein Ester. Um die Amidbil-
dung aus Carbonsidure, DCC und Amin zu erleichtern wurde der Reaktion DMAP
als Katalysator zugesetzt [Organische-chemie.ch, 2013].

Die Durchfiihrung der Synthese ist im Kapitel 3.2.1.5 ndher beschrieben.

Tabelle 4.16: Eingesetzte Molekulare Verhédltnisse fiir die Funktionalisierung von Po-
lysorbat 80 mit Glycin.

Reagenz Molekulargewicht Einges. Menge
Polysorbat 80 1310 g/mol 1/3eq
Fmoc-Gly-OH 297,3 g/mol 2eq
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) 206,33 g/mol 2eq
Dimethylaminopyridin (DMAP) 122,17 g/mol 0,1eq

Im ersten Schritt der Kopplung wurde durch die Veresterung ein ,,Fmoc-GlyPS80
gebildet. Die funktionelle Gruppe incl. Schutzgruppe konnte an drei Bindungs-
stellen des Polysorbats gebunden sein, was bedeutet, dass unterschiedlich substi-
tuierte Produkte entstehen kénnen: einfach, doppelt und dreifach substituiertes
PS80. Ausgehend von der Masse von PS80 in der HPLC-MS sollten sich somit
Massen wieder finden die jeweils 280, 560 oder 840 m/z zusétzlich zur urspriing-
lichen PS80-Masse besitzen. Das Massenspektrum in Abb. 4.61 weist das fiir
Polysorbat typische Fragmentierungsmuster auf (interne Daten), wobei die in-
tensivsten Peaks jeweils dem Verlust einer Polyoxyethyleneinheit (m/z = 44)

entsprechen. Die Signale reichen von 400 bis 1400 m/z, wobei sich die stérksten
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Abbildung 4.60: Schema der Funktionalisierung von Polysorbat 80 mit Glycin mittels
Steglich Veresterung am Beispiel der Substitution einer der drei alkoholischen Gruppen.

Signale bei 569,17 m/z befinden und jeweils mit zunehmenden bzw. abnehmen-

den POE-Einheiten schwicher werden. Die charakteristische PS80-Gruppierung
befindet sich bei 400 bis 880 m//z.
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Abbildung 4.61: Massenspektrum von Polysorbat 80 gesplittet in zwei Scans von (A)
0 - 1000m/z und (B) 900 - 2000 m /7.

Nach Kopplung des Fmoc-Gly an PS80 verschob sich das Spektrum des funktiona-
lisierten Polysorbats zu hoheren Masseneinheiten mit gleichem Fragmentierungs-
muster. Der intensivste Peak verschob sich von 569,17m/z nach 1266 m/z, was

fiir die Kopplung mindestens zweier Fmoc-Gly-Gruppen spricht (Abb. 4.62).
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Abbildung 4.62: Massenspektrum von Fmoc-GlyPS80 gesplittet in zwei Scans von
(A) 0-1000m/z und (B) 900 - 2000 m/z.

Das Spektrum nach Abspaltung von Fmoc weist eine Verschiebung der Poly-
sorbatgruppierung auf, was der Bindung von zwei Glycinmolekiilen (2:58 m/z)
entspricht (Abb. 4.63).
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Abbildung 4.63: Massenspektrum von GlyPS80 gesplittet in zwei Scans von (A) 0 -
1000 m/z und (B) 900 - 2000 m /z.

Das Produkt wurde bis zur Verwendung im Kiihlschrank aufbewahrt und erst

unmittelbar vor der Verwendung in Wasser geltst.

4.2.2.3.3 Verwendung von GlyPS80 als Ligand

Das synthetisierte GlyPS80 wurde in den folgenden Versuchsreihen als Ligand
verwendet, um die Modellproteine BSA und Cetuximab zur Interaktionsdetektion
dariiber zu injizieren (Tab. 4.17). Das Molekiil wurde hierzu in drei verschiedenen

Konzentrationen zuerst mit Hilfe des Aminkopplungskits auf einem CM5-Chip
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immobilisiert. Die anschliefsende Blockierung erfolgte mit Hilfe von Ethanolamin.

In gleicher Weise wurde bei dem C1-Chip verfahren.

Tabelle 4.17: Konzentration der

Analyten

in HBS-N Puffer

BIACORE@®)-Analytik von Cetuximab und BSA als Ligand.

Resp. Diff. [RU]

-20

-40

-60

Analyt

Zyklus-Nr. Cetuximab BSA

1 Puffer Puffer

2 1000 ug/ml 1000 pg/ml
3 500 pg/ml 500 pg/ml
4 250 pg/ml 250 pg/ml
5 125 pug/ml 125 pug/ml
6 62,5 ug/ml 62,5 g/ ml
7 31,25 pg/ml 31,25 pg/ml
8 15,625 ug/ml 15,625 pg/ml

40

pro Zyklus fir

20 +

40

20 + |

-20 +

-40

Zeit [sek.]

—— Puffer

—— Cetuximab 1000ug/ml
Cetuximab 750 ug/ml
Cetuximab 500ug/ml

—— Cetuximab 250ug/ml

—— Cetuximab 125 ug/ml
Cetuximab 62,5ug/ml
Cetuximab 31,25ug/ml

T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

350

-60 . T . T
i 50 100 150 200
Zeit [sek.]

—— Puffer

—— Cetuximab 1000ug/m|
Cetuximab 750 ug/ml
Cetuximab 500ug/ml

—— Cetuximab 250ug/ml

—— Cetuximab 125 ug/m|
Cetuximab 62,5ug/ml
Cetuximab 31,25ug/ml

T T
250 300 350

Abbildung 4.64: Sensorgramme der Interaktion von immobilisiertem GlyPS80 mit
(A) BSA und (B) Cetuximab in HBS-N, pH 7,4 auf dem CM5-Chip. Die Injektion
erfolgte mit einer Flussrate von 15 ul/min {iber 3min. GlyPS80 wurde hier in einer
Konzentration von 50 pug/ml in Natriumacetatpuffer, pH 4,5 und einer Flussrate von
10 pl/min immobilisiert.

Die Sensorgramme fiir GlyPS80 mit den beiden Proteinen zeigten weder fiir Re-
aktionen auf dem CM5-Chip (Abb 4.64 A und B) noch auf dem C1-Chip (Abb
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4.65 A und B) die erwarteten Effekte. In keiner Versuchsreihe wurde ein positi-
ves Sensorgramm erhalten. Experimente mit weiteren GlyPS80-Konzentrationen
(15 pg/ml und 500 pg/ml) fielen in gleicher Weise aus (Daten nicht gezeigt). Ei-
ne direkte Interaktion zwischen dem funktionalisierten PS80 und den getesteten
Proteinen konnte nicht ermittelt werden. Grund hierfiir konnte auch die durch-
gefiihrte Funktionalisierung des PS80 fiir die Immobilisierung darstellen. Eine
Anderung der Amphiphilie kénnte zu einem verdinderten Affinititsverhalten des

Tensids mit dem Protein gefiihrt haben.
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BSA 31,25g/ml Cetuximab 31,25ug/ml|
BSA 15,625ug/ml Cetuximab 15,625ug/ml

Abbildung 4.65: Sensorgramme der Interaktion von immobilisiertem GlyPS80 mit
(A) BSA und (B) Cetuximab in HBS-N, pH 7,4 auf dem C1-Chip. Die Injektion erfolgte
mit einer Flussrate von 15 ul/min tiber 3 min. GlyPS80 wurde hier in einer Konzentra-
tion von 50 ug/ml in Natriumacetatpuffer, pH 4,5 und einer Flussrate von 10 ul/min
immobilisiert.

Durch das Einfithren mehrerer priméirer Amingruppen in das Molekiil konnte die-
ses an Hydrophilie zugenommen haben. Die Amingruppen konnten zugleich als
sterische Schutzgruppen fiir die hydrophoben Reste fungieren, welche speziell fiir
die Interaktion zwischen Albumin und PS80 eine Rolle spielen [Garidel, 2009].
Durch die Immobilisierung konnte auch die Molekiilflexibilitdt abgenommen, und
so eine Interaktion verhindert haben. Der Effekt einer besseren Interaktionsde-
tektion blieb aus. Die Eignung des modifizierten Tensides ist ebenfalls kritisch
zu sehen. Weitere Untersuchungen zu dessen Eigenschaften z.B. in Bezug auf die
Oberflachenaktivitdt, Stabilitdt und Struktur kénnten hier weiterhelfen.
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4.2.2.4 Zusammenfassende Diskussion

Die vorliegenden Interaktionsexperimente befassten sich mit der Untersuchung
von potentiellen Interaktionen von BSA und Cetuximab mit verschiedenen Ten-
siden, wobei vorwiegend Polysorbat 80 im Fokus stand. Die Studien sollten einen
besseren Einblick in evtl. vorhandene Interaktionen geben und wenn moglich
Aufschluss iiber die in den Stresstests gewonnenen Ergebnissen geben. Fiir BSA
konnte sowohl mit ITC als auch mit BIACORE® eine leichte hydrophobe Inter-
aktion mit Polysorbat und per BIACORE® auch fiir die anderen beiden Tenside
MHS15 und PO188 nachgewiesen werden. Eine Stabilisierung durch direkte In-
teraktion mit dem Protein ist hier vorhanden und unterstiitzt die Thesen der
Literatur [Bam et al., 1998; Chou, 2005|. Fiir Cetuximab konnte nahezu keine
Interaktionen mit den Tensiden nachgewiesen werden. Die Ergebnisse decken sich
mit den durch Garidel et al. erhobenen Daten mittels ITC [Garidel, 2009]. Auch
hier wurde nahezu keine Interaktion von PS80 mit einem Antikorper detektiert.
Interessanterweise stellten die Forscher eine leichte, wenn auch vernachléssighare
Interaktion des Antikdrpers mit Polysorbat 20 fest. Chou beschreibt die hoéhe-
re Affinitdt von Polysorbat 20 zu Albutropin durch die geringere Kettenlidnge
des hydrophoben Restes. PS80 besitzt somit eine grobere sterische Hinderung
an der Bindungsstelle [Chou, 2005]. Dies kénnte auch im Falle des Antikorpers
der Grund gewesen sein. Eine kolloidale Stabilisierung von Antikorperformulie-
rungen durch Polysorbat durch hydrophobe Interaktionen schlossen die Forscher
aufgrund der gefundenen Ergebnisse aus. Die in der Arbeit gewonnenen Ergeb-
nisse stiitzen diese These. Eine wirkliche Interaktion liefs sich nur mit dem hydro-
phoben Transportprotein BSA nachweisen. Interaktionsmessungen sind demnach
nur dann eine sinnvolle Analysemethode, wenn es sich bei den untersuchten Pro-
teinen um hydrophobe Spezies handelt, welche eine Interaktion mit dem Tensid
eingehen kénnen. Fiir hydrophile Molekiile, wie Antikorper, sind die auftretenden
Interaktionen zu gering oder nicht vorhanden, um von den Techniken erfasst zu
werden. Liegt ein hydrophobes Protein vor, kénnte v.a. die Untersuchung mit
ITC einen Aufschluss dariiber geben, in welchem Verhiltnis die beiden Molekiile
miteinander reagieren. Inwieweit diese Information eine Hilfe bei der Voraussage
einer Proteinstabilisierung in pharmazeutischen Formulierungen bietet, kdnnte

Gegenstand weiterer Versuche sein.
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Der Ausschluss der Interaktion von Polysorbat mit Cetuximab durch die vorlie-
genden Experimente starkt die gdngigen Theorien der Stabilisierung des Proteins
oder seiner 16slicher Aggregate durch Kompetition um Grenzflachen (Luft/Wasser)
wahrend Agitation [Chang et al., 1996; Kreilgaard et al., 1998a]. Die Frage, wie
dies in den Kontext mit der sehr geringen instabilisierenden Polysorbatkonzen-
tration gebracht werden kann, bleibt weiter offen. Wie in der Arbeit und auch
durch Kiese fiir Polysorbat 20 und Mabhler fiir Polysorbat 80 mit verschiedenen
Antikorpern beobachtet [Mahler et al., 2005; Kiese et al., 2008|, wurde bei be-
stimmten Polysorbatkonzentrationen ein Anstieg an Aggregaten beobachtet, der
bei héheren Konzentrationen an Polysorbat wieder verschwand. Eine umfassende
Erklarung konnte bislang fiir dieses Ph&nomen nicht geliefert werden, es exis-
tieren jedoch mehrere Erkldrungsansitze. Wang et al. beschrieb, dass Proteine
bei Kontakt mit der Luft/Wasser Grenzfliche partiell entfaltet werden und sich
reorientieren, so dass die dabei freigelegten hydrophoben Areale des Proteins ei-
ne erhohte Chance zur intermolekularen Protein-Protein-Wechselwirkung haben.
[Wang et al., 2008]. Geht man von einer Interaktion des Proteins mit Polysorbat
aus, wie es beispielsweise durch Bam fiir rhGh gefunden wurde [Bam et al., 1996],
so konnten Spuren von Polysorbat zu einer Stabilisierung des entfalteten Proteins
fithren und die Wahrscheinlichkeit des Aufeinandertreffens zweier entfalteter Pro-
teine erhdhen. Weitere Zugabe von Polysorbat wiirde wiederum zur Absittigung
der Grenzflache mit Tensid fithren und zur Verdrangung des Proteins fiihren. Da-
durch wiirde dann wieder der schiitzende Effekt des Polysorbates zu Tage treten.
Ist von einer Interaktion Polysorbat/Protein nicht auszugehen, miissen andere
Effekte mit einspielen. Eine Moglichkeit konnte die Storung der Hydrathiille des
Proteins durch Spuren von Tensid sein. Das Tensid wiirde in diesem Fall als eine
Art chaotropes Agens fungieren und durch entropische Effekte zur Aggregation
von bereits entfalteten Proteinen beitragen. Auch konnte ein bestimmtes Verhalt-
nis der Oberflaichenspannung der Formulierung und des Proteins zur bevorzugten
Aggregation fithren. Die Adsorption von Protein und Tensid an der hydropho-
ben Grenzflache reduziert zum Einen die Grenzflachenenergie, gleichzeitig werden
Wassermolekiile von ihr verdringt, und durch adsorbierte Molekiile ersetzt [Vog-
ler, 1998|. Untersuchungen dieser Art stellen ein interessantes Thema weiterer

Forschungen dar.
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Zusammenfassung

Tenside werden sehr hdufig als Hilfsstoffe zur Stabilisierung von Proteinformulie-
rungen eingesetzt, um Entfaltung, Aggregation aber auch Adsorption des Proteins
und damit einhergehend Wirkstoffverlust, Qualitdtseinbufsen oder Immunogeni-
tidtserhohung entgegenzuwirken. Grundséatzlich wird dieser protektive Effekt auf
die Verdrangung der Proteinmolekiile von der Grenzfliche durch Tensidmolekiile
zurlickgefiihrt. Wesentlich seltener sind Hinweise auf eine direkte Wechselwir-
kung zwischen Protein- und Tensidmolekiilen, welche sowohl stabilisierend als
auch destabilisierend sein konnen. Nur wenig ist iiber das Tensidverhalten in
hochkonzentrierten Antikérperlosungen bekannt. Es wurden auch hier stabilisie-
rende und destabilisierende Effekte in Abhéngigkeit von der Tensidkonzentration
nachgewiesen. Neben den Tensideffekten spielen aber zusétzlich die selbststabi-
lisierenden Eigenschaften der Proteinlosung aufgrund erhohter Viskositdt oder

Destabilisierung durch "molecular crowding" eine Rolle.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung von Protein-Tensid-
Interaktionen anhand von Stressstudien mit niedrig- und hochkonzentrierter Ce-
tuximabformulierung und der Analyse direkter Interaktionen mittels Isother-
mer Titrationskalorimetrie (ITC) und Oberflichenplasmonresonanzspektroskopie
(SPR). Teilaspekte der Dissertation waren die Optimierung der Aufkonzentrie-
rungsparameter von Cetuximab mittels Tangentialflussfiltration (TFF) sowie die
Untersuchung der partiellen Gefriertrocknung als innovative Aufkonzentrierungs-
technik.

Mit Hilfe einer AKTAcrossflow™ - Anlage konnte der Prozess der Aufkonzentrie-
rung von Cetuximab hinsichtlich Dauer und Endkonzentration optimiert werden.

Die maximal erreichbare Konzentration betrug hierbei 183 mg/ml. Der TFF sind
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hinsichtlich der Maximalkonzentration durch die zunehmende Viskositit bei Kon-

zentrationserhohung Grenzen gesetzt.

Alternative Prozesse zur Erzielung solch hoher bzw. noch hoherer Konzentratio-
nen stellen Trocknungsverfahren dar. Mit Hilfe der Gefriertrocknung wurde ver-
sucht, die Konzentration von Cetuximab in Losung noch weiter zu erh6hen. Durch
das patentgeschiitzte Verfahren der Gefriertrocknung mit anschliefsender Rekon-
stitution in geringerem Volumen konnte eine Konzentration von ca. 330 mg/ml
erzielt werden. Aufgrund der hohen Viskositit war diese Losung jedoch nicht
mehr spritzbar. Im Konzentrationsbereich bis 200 mg/ml kann die Formulierung
hingegen problemlos subcutan appliziert werden. Das Verfahren ist daher grund-
sitzlich sehr gut fiir die initiale Testung der Aufkonzentrierbarkeit im Rahmen
der Entwicklung hochkonzentrierter Formulierungen geeignet. Ein Nachteil ist
jedoch die mit der Proteinkonzentrierung einhergehende Aufkonzentrierung der
Hilfsstoffe. Um den langen Prozess der kompletten Gefriertrocknung und das
bestehende Patent dafiir zu umgehen, wurde ein weiteres Verfahren zur Aufkon-
zentrierung untersucht: Cetuximab wurde mittels partieller Gefriertrocknung im
Bulk aufkonzentriert. Hierbei wurde der Trocknungsprozess auf Stufe der Pri-
martrocknung nach Entfernen der gewiinschten Wassermenge angehalten und
eine In-Situ-Rekonstitution des teilweise getrockneten Produktes beim Auftau-
en durchgefiihrt. Durch diese Technik konnte die Prozesszeit im Gegensatz zur
konventionellen Gefriertrocknung erheblich verkiirzt werden. Die erreichte Kon-
zentration ist hier dhnlich flexibel wie im Falle der kompletten Gefriertrocknung,
und Cetuximab-Konzentrationen iiber 180 mg/ml waren einfach zu erreichen. Die
Stabilitdt des Antikorpers wurde durch den Prozess nicht nachteilig beeinflusst.
Eine exakte Voraussage des Prozessendes und der erreichten Konzentration ist
allerdings durch die Variabilitdt der Sublimationsrate im Lyophilisationsprozess
eher schwierig und sollte zur Optimierung des Verfahrens noch genauer untersucht

werden.

Stabilisierungs- und Destabilisierungseffekte von Polysorbat 80, Macrogol-15-hy-
droxystearat und Poloxamer 188 auf Cetuximab wurden mittels Stresstests und
Standardanalytik zur Aggregatdetektion untersucht. Bei einer 100 mg/ml Cetu-
ximab-Formulierung wurde mit allen drei Tensiden bei Schiittelstress ein deutlich

destabilisierender Effekt bei sehr geringen Tensidkonzentrationen detektiert. Die
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Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, dass dies ein generelles Phinomen
fiir Tenside sein konnte. Um eine finale Aussage hierzu treffen zu kdnnen, miissten
Untersuchungen mit weiteren Detergentien und auch weiteren Antikérpern bzw.

weiteren Proteinen vorgenommen werden.

Die stabilisierenden Konzentrationen lagen jeweils oberhalb der CMC der drei
Tenside. Fiir Polysorbat 80 wurden die Versuche ausgeweitet und Schiittelstress-
tests auch mit einer 10 und einer 1 mg/ml Formulierung durchgefiihrt. Der desta-
bilisierende Effekt wurde auch hier beobachtet. Als Mindestmenge an Polysorbat
80 fiir eine Stabilisierung der Formulierungen wurde fiir 1 und 10 mg/ml 0,01 %
und fiir 100 mg/ml 0,03 % identifiziert. Polysorbat 80 vermochte Cetuximab je-
doch nicht gegen Temperaturstress zu stabilisieren. Eine Studie mit gestresstem
Polysorbat zeigte weiterhin, dass Abbauprodukte und Peroxide im Polysorbat die
Bildung l6slicher Aggregate begiinstigen. Um zu priifen, ob direkte Wechselwir-
kungen zwischen Protein- und Tensidmolekiilen bestehen, wurden Studien mit
[TC und SPR, durchgefiihrt. Neben Cetuximab wurde auch BSA als Prototyp ei-
nes Proteins mit hydrophober Bindungstasche zur Interaktionsuntersuchung her-
angezogen. Mit keiner der beiden Techniken konnte fiir Cetuximab eine messbare
Interaktion festgestellt werden. Fiir das BSA konnte mittels ITC eine schwache
Interaktion mit Polysorbat 80 nachgewiesen werden. Somit sind die Interaktio-
nen zwischen Protein und Tensid normalerweise entweder nicht vorhanden oder

so schwach, dass sie mit den Methoden nicht messbar sind.

Zusammenfassend wurden mit den untersuchten Aufkonzentrierungsmethoden
Cetuximabkonzentrationen bis 330 mg/ml bei sehr guter Stabilitit erreicht. Inter-
aktions- und Aggregationsstudien lieferten umfangreiche Informationen zum Sta-
bilisierungsverhalten von Tensiden in gering- und hochkonzentrierten Cetuxim-
abformulierungen. Eine direkte Interaktion zwischen Protein und Tensid konnte
nicht nachgewiesen werden. Aufbauend auf den Ergebnissen zur Interaktionsbe-
stimmung kdnnten weitere Studien eine breitere Auswahl von Proteinen, Tensiden

und Analyse-Techniken betrachten.
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