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Fast) wie ein rohes Ei

Besonderheiten im Umgang mit Proteinen als Arzneimittel

Von Franz Stadler und Thomas Wellenhofer | Auf Proteinen
basierende Arzneimittel sind weit verbreitet und ge-
horen zur Gruppe der Biopharmazeutika, die mithilfe
gentechnischer Produktionsprozesse hergestellt wer-
den. Ihre Bedeutung, medizinisch, aber auch wirt-
schaftlich, und damit ihre Verbreitung wachsen stdn-
dig. Gerade fiir die Praktiker, Apotheker und Arzte,
ist es deshalb wichtig, die Besonderheiten dieser Arz-
neistoffgruppe zu kennen und die sich daraus ergeben-
den erhohten Sorgfaltspflichten im téglichen Umgang
moglichst einzuhalten.

Schon die wirtschaftlichen Zahlen sprechen eine eindeutige
Sprache: Weltweit wurden 2021 etwa 389 Mrd. US-Dollar
mit Biopharmazeutika umgesetzt, davon allein 44% in
Nordamerika. Bis 2030 rechnet die Branche je nach Daten-
quelle mit 720 bis 974 Mrd. US-Dollar Umsatz, was einem
jahrlichen Wachstum von iiber 7% entspricht [1].
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In Deutschland ist der Marktanteil der Biopharmazeutika
am Gesamtarzneimittelmarkt 2022 auf 32,9% gestiegen und
betrug nach Angaben des Verbandes der forschenden Phar-
ma-Unternehmen in Deutschland (vfA) 17,8 Mrd. Euro [2].
Doch nicht nur die wirtschaftlichen Daten sind eindrucksvoll:
59% aller neu zugelassenen Medikamente 2022 waren Bio-
pharmazeutika (2021: 46%), so der vfA. Das unterstreicht die
kontinuierlichen wissenschaftlichen Fortschritte in diesem
Bereich und fiihrt in der Folge zu einer Vielzahl neuer Behand-
lungsmoglichkeiten bei schweren und lebensbedrohlichen Er-
krankungen, z.B. bei Krebs, Rheuma und multipler Sklerose.
Biopharmazeutika, insbesondere Impfstoffe, Insuline, Enzy-
me, Wachstumshormone und andere Proteine, sind aus der
modernen Medizin schlicht nicht mehr wegzudenken. Unter
den proteinhaltigen Arzneimitteln wiederum sind monoklo-
nale Antikorper (mAb) die dominante Untergruppe [3], die in
der Praxis haufig verwendet werden und oft unter aseptischen
Bedingungen in einem Reinraum zubereitet werden miissen.
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Besonderheiten

Arzneimittel konnen unter anderem grob in zwei Haupt-
wirkstoffgruppen eingeteilt werden: Biopharmazeutika und
small molecules. Diese sind grundsatzlich verschieden. De-
ren zentrale Kriterien sind in der Tabelle zusammengefasst.
Kleine Molekiile sind in aller Regel durch replizierbare che-
mische Synthesen hergestellt worden, deshalb gut definiert
und hinsichtlich Qualitat, Sicherheit und Wirksamkeit ver-
héltnisméBig leicht zu analysieren [4]. Sie sind wesentlich
kleiner (ca. 0,1 nm) als beispielsweise monoklonale Antikor-
per (ca. 9 nm), haben ein deutlich niedrigeres Molekular-
gewicht als Biopharmazeutika und bestehen meist aus weni-
ger als 100 Atomen.

Tab.: Hauptunterschiede zwischen Biopharmazeutika
und small molecules (nach [6])

Biopharmazeutika small molecules

Herstellung in lebenden
Organismen (Bakterien,
Pilze, Zellkulturen)

Herstellung durch chemische
Reaktionen verschiedener
organischer und/oder anorga-
nischer Verbindungen

hohes Molekulargewicht  niedriges Molekulargewicht

komplexe, heterogene klar definierte Struktur

Struktur

stark vom Herstellungs-
prozess abhdngig

meist nicht prozessabhdngig

nicht komplett
charakterisierbar

komplett charakterisierbar

relativ instabil stabil

hohe Immunogenitdt niedrige Immunogenitdt

Dagegen fiihrt der biologische Herstellungsprozess bei
Biopharmazeutika zu komplexen Proteingemischen, die erst
durch die im Zulassungsverfahren hinterlegten Produkt-
spezifikationen als Wirkstoff charakterisiert werden. Selbst
die Zusammensetzungen verschiedener Chargen des Origi-
nalproduktes schwanken leicht. Biosimilars miissen fir
ihre Zulassung ebenfalls die Produktspezifikationen des
entsprechenden Referenzproduktes erfiillen - eine Tatsache,
die fiir die Diskussion liber eine mogliche Substituierbarkeit
ein entscheidendes Argument ist [5].

Fiir die Praxis von besonderer Bedeutung im Umgang mit
proteinhaltigen Arzneimitteln sind aber zwei Eigenschaften:
— geringe Stabilitat und

- hohe Immunogenitat.

Geringe Stabilitit

Proteine bestehen iiberwiegend aus Aminosdaureketten,
deren raumliche Anordnung, Quartarstruktur, ihre Wir-
kung bestimmt. Die physikalisch-chemische Stabilitdt von
Proteinen wird von vielen Faktoren bestimmt und bei
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jedem Protein, jedem monoklonalen Antikorper, abhdngig

von der molekularen Zusammensetzung, raumlichen Struk-

tur und dem Milieu (Hilfsstoffe, Verunreinigungen etc.).

Im Folgenden soll nur die Vielzahl der moglichen Einfluss-

faktoren dargestellt und ansonsten auf die Arbeit von Le

Basle et al. [7] verwiesen werden, die eine gute Ubersicht

iber den aktuellen Stand (inklusive Sekundérliteratur)

bietet. Einflussfaktoren konnen sein:

- Oxidationsprozesse (ausgelost durch Licht,
Peroxide oder auch Autoxidation)

- Degenerationsvorgdnge und chemische Modifikationen
(Bildung/Abbau von Disulfidbriicken, Desaminierungen,
Glykation, Fragmentierungen etc.)

- Instabilitdten durch Verdanderung der Umgebungsbedin-
gungen (pH-Wert, lonenstarke, Temperatur etc.)

- Aggregation (Selbstassoziation [durch z.B. van der Waals-
Krafte] oder kovalente Aggregation durch z.B. Bildung
von Disulfidbriicken)

— aktuelle Protein- und Hilfsstoffkonzentration

— Art und Reinheit der Hilfsstoffe

— Zahl und Art der vorhandenen Grenzflachen (Luft, Silikon-
Ole, Oberflichen der Primarverpackungen, Infusions-
schlduche, Filter etc.)

- mechanischer Stress (durch Schiitteln oder Scherung,
aber auch durch Schockereignisse)

Metalle,

Alle diese Faktoren konnen jeder fiir sich oder in Kombina-
tion zu Konformationsdnderungen, Denaturierungen und
Aggregation fiihren. Letztlich zeigen Proteine eine geringe
Stabilitat. Deshalb wird von den pharmazeutischen Unter-
nehmen (in Zusammenarbeit mit den Zulassungsbehorden)
ein erheblicher Aufwand betrieben, um relevante Einfluss-
faktoren auf die Stabilitit zu identifizieren und in der
Formulierung des Endproduktes zu beachten. Zur Stabili-
sierung von proteinhaltigen Arzneistoffen in den Fertigarz-
neimitteln bzw. Konzentraten werden z.B. die Vials mit
Stickstoff oder Ahnlichem begast und Hilfsstoffe wie z.B.
Polysorbate eingesetzt. Deklarierungspflichtige Hilfs- —»

Wie Patienten proteinhaltige Arzneimittel
(Antikorper) richtig lagern sollten

— Lagertemperatur: 2 bis 8 °C, am besten auf der Glas-
platte {iber dem Gemiisefach im Kiihlschrank, nicht
zu nah an der Riickwand (Frostgefahr) und nicht
unmittelbar in Ndhe der Tiir (zu warm)

— gekihlt transportieren: fiir den kurzfristigen Trans-
port zwischen Apotheke und Praxis oder der Woh-
nung des Patienten reichen eine Styroporbox oder
eine Thermotasche aus, die mit im Kihlschrank -
nichtim Gefrierfach - gekiihlten Aggregaten bestiickt
wird

— Schutz vor UV-Strahlung: Arzneimittel stets im Um-
karton aufbewahren

— Schutz vor mechanischen Einfliissen: Nicht schiitteln!
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stoffe sind der jeweiligen Fachinformation zu entnehmen.
Aber gerade im Regelbetrieb wahrend der Zubereitung und
danach bis zur Applikation am Patienten, also in verdiinn-
ten, applikationsfertigen Losungen, kann je nach Handha-
bung vieles passieren. Einen guten Einblick dazu vermittelt
die von der Stiftung fiir Arzneimittelsicherheit finanzierte
Sondierungsstudie, die zwar bei den untersuchten monoklo-
nalen Antikorpern unter den gewahlten Bedingungen und
Analysemethoden keine relevanten Gehaltsinderungen,
aber ein dynamisches Geschehen hinsichtlich der Partikel-
zahlen zeigte [8].

Hohe Immunogenitit

Die Eigenschaft der Immunogenitét, also eine Immunantwort
auslosen zu konnen, ist allen (korperfremden) Proteinen und
anderen Biopharmazeutika intrinsisch - das AusmaB und
die klinische Relevanz konnen jedoch, auch patientenindivi-
duell, stark variieren. Immunogenitat kann zur Neutralisie-
rung eines Proteins (z.B. eines monoklonalen Antikorpers)
fithren (Wirkverlust durch Anti Drug Antibodies, ADA), aber
auch zu Kreuzreaktionen mit einem endogenen Gegenspie-
ler, die eine IgE-vermittelte unmittelbare Uberempfindlich-
keit und Anaphylaxie auslésen konnen. Wiederholte Gaben
konnen das Risiko einer Immunantwort oder einer Immun-
toleranz erhohen (Beispiel Erythropoietin aus [9]). Derartige
Nebenwirkungen konnen manchmal erst nach Jahren auftre-
ten. Dabei ist es nicht immer leicht, Ursache und Wirkung
miteinander in Verbindung zu bringen. Viele dieser Vorgin-
ge sind noch nicht bis ins letzte Detail geklart und hangen
wiederum von diversen Einflussfaktoren ab [10].

Ziemlich sicher ist hingegen, dass Aggregate im Vergleich
zu Monomeren eine hohere Immunogenitit zeigen [7].
Besonders immunogen sind Partikel zwischen 20 nm und
50 nm GroBe [11], das heiBt auch Nanopartikel sollten in die
Betrachtungen miteinbezogen werden. Schon in vielen klini-
schen Zulassungsstudien sind erhebliche Immunogenitaten
beobachtet worden [12], die aber teilweise wegen des hohen
gesundheitlichen Nutzens der biologischen Arzneimittel
toleriert wurden und werden (Nutzen-Risiko-Abwagung).
Deshalb ist es evident, dass nur flir wenige Patienten ihre
Therapie iiber einen lingeren Zeitraum wirksam bleibt -
eben, weil alle anderen Immunogenititen (vor allem Anti
Drug Antibodies) gegen den verabreichten biologischen
Wirkstoff entwickeln [12].

VorsichtsmaBnahmen in der Praxis

Wegen dieser letztlich unvermeidlichen Immunogenititen
und den unvorhersehbaren Auswirkungen auf (einzelne)
Patienten sind fiir die Handhabung in der Praxis, insbeson-
dere bei der Herstellung applikationsfertiger Infusions-
Iosungen, folgende VorsichtsmaBnahmen zur Minimierung
von zusatzlichen Instabilititen und ihrer moglichen Folgen
zu empfehlen:
- Strikte Einhaltung der Angaben der jeweiligen Fachinfor-
mationen. Stabilitatsstudien Dritter sind mit Vorsicht zu
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d gesa .

Abb.: Luftblaschen sind ein mdglicher Storfaktor fir die
Sicherstellung der Qualitdt von Infusionszubereitungen mit
monoklonalen Antikérpern und sollten daher vermieden
werden.

genieBen, falls sie nicht moglichst viele Aspekte der Pro-
teinstabilitat untersuchen. Nur eine KenngroBe zu bestim-
men, ist fir verldssliche Aussagen definitiv zu wenig.
Zudem sind Schlussfolgerungen moglicherweise nicht
auf jede Situation tibertragbar, und das Risiko einer Insta-
bilitat der monoklonalen Antikdrper besteht fort.

- Der Luftrest im Infusionsbeutel (Headspace, Abb.) sollte
vor der Zugabe des Konzentrates der monoklonalen Anti-
korper entfernt werden (Grenzflachenreduzierung).

- Jede Form von unnotiger Energiezufuhr (Licht, Warme,
mechanischer Stress etc.) sollte vermieden werden.
Dabei ist auch der Faktor Zeit zu bertiicksichtigen und zu
minimieren.

— Zur Reduzierung einer durch Licht ausgelosten Protein-
degradation sind LED-Lampen und die Anbringung von
UV-Schutzfolien an den Fenstern der Reinrdume empfeh-
lenswert.

- Der Eintrag von Partikeln, die als Keimzellen der Aggre-
gatsbildung dienen konnten (Stopfenabriebe, Silikontropf-
chen etc.), sollte bei der Zubereitung so gering wie moglich
sein, das heiBt moglichst wenige Manipulationen am
Infusionsbeutel oder mit den Hilfsmitteln.

- Silikonhaltige Spritzen sind zu vermeiden oder gegebe-
nenfalls einmal mit NaCl-Losung vorzuspiilen.

- Die Zeitspanne zwischen Zubereitung der Infusionen und
deren Anwendung sollte so kurz wie moglich gehalten
werden.

Es versteht sich von selbst, dass z.B. Transporte in Rohrpost-

anlagen [13] oder iiber lange Strecken mit energiereichen

»Schockereignissen z.B. in Fahrzeugen bei Fahrbahn-

schiaden, Bremsmanovern etc. nicht zu empfehlen sind.

Selbstverstandlich sind gegebenenfalls notwendige Her-

stellungsschritte unter mikrobiell einwandfreien Bedingun-

gen auszufiihren.

Bei kiinftigen Untersuchungen bzw. Stabilitatsstudien soll-

ten der Einfluss verwendeter Hilfsmittel (Chemospike, In-

linefilter etc.) und auch kleinere Aggregate oder Partikel im

Nanobereich vermehrt in den Fokus genommen werden, was

bisher kaum der Fall ist. Auch hierzu lieferte die bereits



erwahnte Studie bemerkenswerte Daten [8]. Ferner
sollten die Anforderungen der Arzneiblicher, die
sich bisher nur auf PartikelgroBen iiber 10 um (!)
beziehen, angepasst werden. Fiir Injektionen und
Infusionen werden bisher nur Priifungen auf sicht-
bare Partikel (z.B. Ph.Eur. 2.9.20.) oder nicht sicht-
bare Partikel (z.B. Ph.Eur. 2.9.19.) mit Grenzwerten
im um-Bereich (>10 um oder >25 um) vorgegeben.
Angesichts der groBen medizinischen Bedeutung
proteinhaltiger Arzneimittel sind mehr Aufklarung
fiir die Praxis als bisher und insgesamt eine Stir-
kung des Bewusstseins fiir die Notwendigkeit eines
sorgfaltigen und behutsamen Umganges ganz im
Interesse der Arzneimittelsicherheit erforderlich. |
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