den Produk
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Raman-Spektroskopie sichert die Produktqualitat in der Biopharmazie

Die Raman-Spektroskopie ist in der biopharmazeutischen Industrie inzwi-
schen ein Verfahren mit einer langen Anwendungsgeschichte. Die Technolo-
gie hat sich mit der Branche weiterentwickelt, und die im Markt verfligbaren
Analysegerate sind die Antwort auf viele verfahrenstechnische Herausfor-
derungen in biopharmazeutischen Upstream- wie Downstream-Prozessen.

Die Entwicklung makromolekularer Therapeu-
tika ist mit zeitaufwendigen und kostenintensiven
Prozessdurchlaufen verbunden, die nétig sind,
um das notwendige Wissen aufzubauen und
die Verfahren zu optimieren. Dabei ist auch die
Skalierung vom LabormaBstab auf ein industri-
elles Verfahren eine Herausforderung, weil der
Transfer der Modelle und der Qualitatstechni-
ken von einer Stufe auf die nachste durchaus
schwierig ist. Inzwischen finden sich jedoch auch
Raman-Systeme in den Produktportfolios der
Bioverfahrenstechnikanbieter, so dass ein rei-
bungsloser Ubergang vom Labor zur Prozess-
technik maglich wird.

Die besonderen Eigenschaften und Vorteile
der Raman-Spektroskopie haben in der Bio-
pharmazie bereits zu einer vermehrten Uber-
nahme der Technologie in Upstream-Anwendun-
gen geflhrt. FUr die Zukunft wird erwartet, dass
sie auch in Downstream-Anwendungen breiter

eingesetzt und unterstiitzend in der Zell- und
Gentherapie herangezogen wird.

Was ist Raman-Spektroskopie?

Die Raman-Spektroskopie basiert auf der Anre-
gung von Molekulen mit sichtbarem Licht oder
Licht im nahen Infrarotbereich. Die angeregte Ver-
bindung behalt beim Ubergang aus dem virtuel-
len angeregten Zustand zurtick in den Grundzu-
stand eine kleine Menge der Energie des Photons
zuriick. Die Darstellung dieser Ubergénge in
einem Spektraldiagramm macht es mdglich,
Anderungen in der Wellenlange des gestreuten
Lichts zu erkennen, die fur die Molekulschwin-
gungen der jeweiligen chemischen Verbindungen
charakteristisch sind. Die Raman-Spektroskopie
erzeugt also einen ,molekularen Fingerabdruck®,
der sich nutzen lasst, um einzelne chemische
Substanzen in einer Probe nachzuweisen, zu
quantifizieren und Prozesse zu Uberwachen.
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Maryann Guellar,
Endress+Hauser Optical Analysis

Die Geschichte der Raman-Spektroskopie
in der biopharmazeutischen Industrie

Die Raman-Technologie wurde zunachst in wis-
senschaftlichen Laboren eingesetzt. Mit der Zeit
hat sich die Technologie weiterentwickelt und
die Bedienoberflachen sind benutzerfreundli-
cher geworden, so dass heute auch industri-
elle Anwendungen mdglich sind. Kurz gesagt
waren es also Wissenschaftler, die damit begon-
nen haben, mit Raman-Geréaten Kristallisations-
prozesse und Endpunkte von Reaktionspro-
zessen zu beobachten. Heute findet man die
Raman-Spektroskopie im Labor, in tragbaren
Geraten, in der Industrie, in der Umweltlber-
wachung wie in der klinischen Forschung.
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Beispiel fiir den Nachweis von Glukose und Milchséure im Wasser

durch Raman-Spektren

Raman-Spektren sind so spezifisch, dass sie
die Messung mehrerer Komponenten mit einer
Glasfaseroptik-Sonde gestatten.

Die zunehmende Verwendung der Raman-
Spektroskopie in der biopharmazeutischen
Industrie hat in den letzten zwei Jahrzehn-
ten noch einmal Fahrt aufgenommen. Mach-
barkeitsstudien in praktischen Anwendungen
erbrachten den Nachweis, dass die Techno-
logie verlassliche Messungen fiir das Uberwa-
chen von Kulturen in biotechnischen Upstream-
Prozessen liefert. Im Industriebereich finden
sich zunehmend Anwendung in Zellkultur- und
Fermentationsverfahren.

Auch die Technologie selbst entwickelt sich
standig weiter. Dabei arbeiten die flhrenden
Anbieter von Raman-Geraten mit Pilotanwen-
dern in der Biopharmazie zusammen. Gemein-
sam arbeitet man daran, die Anforderungen
der Praxis in die anstehende Entwicklung von
Raman-Produkten einzubringen. Diese Partner-
schaft bringt einige Vorteile mit sich, z.B. die
Ubertragung bewahrter Konzepte und gene-
rischer Modelle sowie die erfolgreiche Skalie-
rung bis zu hin cGMP-kompatiblen Anwendun-
gen und einer Raman-basierten Prozessfihrung.

Die Rolle der Raman-Spektroskopie in der
Entwicklung groBer Molekiile

Zur Entwicklung makromolekularer Therapeutika
gehdrt die spezifische Anpassung der protein-
erzeugenden Stoffwechsel in lebenden Wirts-
zellen. Vorrangiges Ziel sind monoklonale Anti-
korper (MAK), die in Saugetierzellen produziert
werden, auch andere Molekdilarten kommen in
Frage. Makromolekulare Biopharmazeutika zie-
len auf bestimmte Bevdlkerungsgruppen und
werden meist zur Behandlung spezieller Krank-
heiten eingesetzt.

Die Komplexitat der Entwicklung biotechni-
scher Verfahren ist zu einem groBen Teil eine
Konsequenz des enormen Zeitbedarfs einer
Prozessoptimierung in sehr vielen Schritten.
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High Throughput-Reaktor.

Dazu gehdrt das Entdecken neuartiger Wirk-
stoffe, die Auswahl von Zelllinien, der Aufbau
von Wissen Uber die Anforderungen und Gren-
zen eines Prozesses und ihre Beschreibung, die
Optimierung der Bedingungen fur die Zellkultu-
ren im Sinne der Gesamtproduktivitat sowie die
Ausgestaltung einer Aufbereitungsstrategie fir
eine maximale letztendliche Ausbeute. Viele die-
ser Schritte erfordern haufige Probenahmen ein-
schlieBlich aufwendiger Offline-Untersuchungen
und vielfaltiger Analysetechniken. Das fehlende
Wissen um Echtzeitverfahren zwingt Wissen-
schaftler und Techniker dazu, sich auf post hoc
Prufverfahren zur Qualitatsanalyse der Produkte
zu verlassen. Das ist ein limitierender Faktor, der
den Zeitaufwand fur klinische Studien genau wie
fur die cCMP-Zulassung und die gesamte Markt-
einfuhrung wesentlich erhéhen kann.

Mit Hilfe der Raman-Spektroskopie lassen
sich die Herausforderungen meistern, die an die
Hersteller makromolekularer Biopharmazeutika
gestellt werden. Ein einzelner Raman-Analysa-
tor kann mit mehreren Sonden verbunden wer-
den, und jede Sonde kann mehrere Substan-
zen messen. So kann ein Analysator fUr das
Uberwachen, Steuern und Optimieren mehrerer
biotechnischer Prozessstréme gleichzeitig ein-
gesetzt werden, inline und in Echtzeit.

Raman ist damit ein praxistaugliches
PAT-Werkzeug, mit dessen Hilfe Herstellungs-
prozesse nach QbD-Prinzipien realisiert werden
kénnen. Die Technologie hilft den Herstellern von
Biopharmazeutika, inre Produktqualitét zu verbes-
sern, Zykluszeiten zu verkirzen, die Ausbeute zu
erhdhen, regulatorische Anforderungen zu erflillen
und Cross-Scale-Verfahrenstransfers vom Labor
bis zur Produktionsanlage zu erleichtern.

Aktuelle Fortschritte der Raman-Techno-
logie in der Bio-Verfahrenstechnik
Biopharmazeutische Unternenmen bendtigen
skalierbare Modelle, kompatible Sonden und
Instrumente, auBerdem die Ubertragbarkeit tber
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Die Rxn-46 Sonde an einem Sartorius BioPAT Spectrometer fiir einen Ambr 15 and Ambr 250

verschiedene Produkte hinweg, damit ein Scale-
up oder Scale-out effizient umgesetzt werden
kann. Sie bendtigen ein Raman-System, das mit
Analysatoren, Sonden, Software und Zubehor-
teilen arbeitet, die gezielt fur einen reibungslo-
sen Ubergang von Laborbedingungen in ver-
fahrenstechnische Anlagen entwickelt wurden.
Diese Anwendungsvielfalt ist bereits in biotech-
nischen Produktportfolios zu finden und wird
die Einsatzmdglichkeiten der Raman-Spektro-
skopie in biotechnologischen Prozessen weiter
vorantreiben. Daneben spielen fUr biotechnische
Prozesse konstruierte und optimierte Fiberoptik-
sonden eine ganz wesentliche Rolle fur die Effek-
tivitdt der Raman-Technologie in der Biopharma-
zie. Solche Optiken flr biotechnische Prozesse
erflllen strenge Materialstandards, passen zu
den unterschiedlichen Schnittstellen kleinforma-
tiger und groBer Bioreaktoren und sind mit Reini-
gungs- und Sterilisationsvorschriften kompatibel.
Raman-Analysatoren kénnen jetzt auch in
Micro- und Mini-Bioreaktoren integriert werden.
Kleinere automatisierte Bioreaktoren machen eine
schnelle Weiterentwicklung von Verfahren mog-
lich, indem mehrere Reaktoren parallel betrie-
ben werden und so eine echte DoE-Auswertung
erlauben. Ein einziger Durchlauf einer automati-
sierten Bioreaktorplattform generiert ausreichend
Daten, um robuste Modelle zu entwickeln, die
eine Uberwachung und Steuerung vieler Eigen-
schaften von Zellkulturen in Echtzeit erlauben.

Die Zukunft der Raman-Technologie in der
biopharmazeutischen Produktion
Herstellungsverfahren mit  Single-Use-Tech-
nologie Uberholen mit groBer Geschwindig-
keit Hard-Pipe-Anlagen. Single-Use-Raman-
Sondenarmaturen machen die Sterilisation beim
Endanwender Uberflissig und vermeiden das
damit verbundene Kontaminationsrisiko. Inte-
grierte Raman-Sonden von mehreren Anbietern
machen eine Cross-Scale- und eine Cross-Platt-
form-Raman-Analyse moglich.



Continuous Manufacturing ist ein weiterer
disruptiver Trend in der biopharmazeutischen
Produktion. Jedoch schrénkt die fehlende
Inline-Uberwachung zur Unterstiitzung der Steu-
erungsstrategien den Einsatz ein. Raman-Ana-
lysatoren bieten eine Losung durch verlassliche
Inline-Messungen, die einen Echtzeiteinblick in
die Prozesse fur Feedback- und Feedforward-
Steuerungsstrategien ermoglichen.

Bei der Entwicklung von Zell- und Genthera-
pien ist es wesentlich, die Dauer von der For-
schung und Entwicklung bis zur Behandlung
von Patienten so kurz wie mdéglich zu halten. Die
Raman-Spektroskopie kann eingesetzt werden,
um spenderspezifisches Zellverhalten, Nahrstoff-
aufnahme und Metabolitenproduktion in Echtzeit
zu Uberwachen. Daraus ergibt sich ein unmittel-
bares Feedback aus dem Prozess, ein zlgiger
Erkenntnisgewinn und die Fahigkeit, die Produk-
tion schon im ersten Versuch richtig zu gestalten.

Ein wichtiger Wachstumsbereich fur die
Raman-Spektroskopie sind auch Downstream-
Anwendungen. Aktuelle Studien betonen die
Vorteile der Technologie, um Konzentration,
Struktur, Kristallisation und Aggregation von
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Proteinen zu messen. Pufferhilfsstoffe und wei-
tere Bestandteile sowie viele andere Prozess-
eigenschaften lassen sich mit der Messmethode
erfassen.

Raman-gestitzte Lab-to-Process-Skalier-
barkeit bietet deutliche Wettbewerbsvorteile.
Und zwar dann, wenn sie auf jeder Stufe im
Lebenszyklus eines biopharmazeutischen Pro-
dukts umgesetzt wird und dabei Qualitatsmetri-
ken flr den Technologietransfer generiert.

Fazit

Die Raman-Spektroskopie erzeugt einen kraftvol-
len molekularen Fingerabdruck, der genutzt wer-
den kann, um chemische Substanzen nachzu-
weisen, zu quantifizieren und zu Gberwachen. Die
Technologie ist im Laborumfeld etabliert und findet
inzwischen ein breites Spektrum von industriellen
Anwendungen. Viele der immanenten Herausfor-
derungen biopharmazeutischer Herstellungspro-
zesse kann die Raman-Spektroskopie Uberwin-
den. Raman-Analysatoren erméglichen Inline- und
Echtzeit-Messungen und machen damit den Weg
frei fr PAT und die Anwendung von QbD-Prinzi-
pien. Die Skalierbarkeit der Messmethode macht

es den Herstellern von Biopharmazeutika leichter,
ihre Produkte vom Laborstadium bis zum Herstel-
lungsprozess in kirzerer Zeit zu entwickeln und die
Qualitatskontrolle ihrer Produkte zu verbessern.

Maryann Cuellar, Produktmanagerin,
Endress+Hauser Optical Analysis
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Leistungsfahiger Einwegseparator

Mit dem neuen Kytero Single-Use
Pharma Separator stellt GEA eine
Ldsung fiir die Gewinnung von Fermen-
tationslosungen und Zellkulturen vor,
die mit der bewdhrten GEA Westfalia
Separator-Tellerpaket-Technologie aus-
gestattet ist. Beim Zentrifugieren erfolgt
die Separation des Mediums im Unter-
schied zur Filtration nicht durch Filter-
mittel (Filterplatten und Filtertticher),
sondern durch Ausnutzung der auftre-
tenden Zentrifugalkraft in Verbindung
mit dem Tellerpaket fiir erhdhte Klaref-
fizienz. Die mobile Plug & Produce-Ein-
heit passt zudem in jeden Reinraum.
Alle produktberiihrenden Elemente wie
Schlduche und Behdltnisse sind aus
recyclebarem Material gefertigt und
werden nach Benutzung ausgetauscht.
Der Wechsel der Single-Use Teile erfolgt
sehr einfach durch aseptische Connec-
tor Systeme. Die geringe Stellfldche des
Geréts fiir die Einmalverarbeitung macht
ihn hochmobil und minimiert den Bedarf
an teuren Lager- oder Produktionsfla-
chen. Puffertanks werden nicht bend-
tigt. Durch den Wegfall von CIP (Clean-
in-Place) und SIP (Sterilize-in-Place)
entfallen auch die Kosten fiir Che-
mikalien und Wasser, insbesondere
Water-for-Injection-(WFI).  Zusétzlich

entfallt der Energie- und Arbeitsaufwand
fur die Reinigung und Sterilisation. Die
Einrichtungs- und Umrlistzeit (nur finf
bis zehn Minuten fiir die Vorbereitung)
ist minimal. Es sind dabei keine Hilfs-
mittel wie Wasser, Puffer oder Tanks
erforderlich. Der Gerduschpegel ist mit
weniger als 69 dBA sehr niedrig. Die bei
der Zentrifugation unvermeidbare Tem-
peraturerh6hung des Produkts ist mir
weniger als zwei Grad minimal.

GEA Group AG, Diisseldorf
Tel.: +49 211-9136-0
WWWw.gea.com

Viable Zelldichte in Echtzeit messen

Hamilton Bonaduz stellt mit Arc-
Air Data Modeling eine neue Soft-
ware-Losung, welche die Messwerte
von Hamiltons Incyte Arc automa-
tisch mit Werten aus Off-Line Zell-
zahlungen korreliert. Incyte Arc ist ein
Sensor zur prazisen Online-Messung
des Volumens lebensfahiger Zellen
(Permittivitdt). Viele Bioprozesshe-
treiber wiinschen sich jedoch eine
On-line-Messung, die einen Vergleich
mit der historischen Off-line-Messung
hinsichtlich der Dichte lebender Zel-
len zuldsst. Die Software ermdglicht
es biopharmazeutischen Unternehmen
nun, ihre Bioprozesse auf Grundlage
der Lebendzelldichte prézise zu steu-
ern und den Bedarf an hdufigen und
aufwendigen Off-line-Probenentnah-
men deutlich zu reduzieren. Die multi-
variate Datenanalyse-Software vereint
verschiedene Messparameter des
Sensors perfekt in einem Softsensor,
welcher eine sehr gut korrelierte Zell-
dichtebestimmung im Prozess liefert.
Sie greift dabei sowohl auf die aus fri-
heren Chargen vorhandenen Frequenz-
scandaten des Incyte Arc, als auch auf
vorhandene Off-line-Zahlen lebensfa-
higer Zellen zurlick und verknipft das
In-line-Signal mit diesen. In der Ver-

gangenheit war die Vereinigung von
In-line-Messungen und Off-line-Zell-
zahlen schwierig, da die Messungen
auf unterschiedlichen Messprinzipien
beruhen. Wéhrend die dblicherweise
verwendete lineare Korrelationsme-
thode genaue Daten im Bereich der
Lag- und exponentiellen Wachstums-
phase liefert, weichen die Daten in der
stationdren- und Totphase aufgrund
der unterschiedlichen Messprinzipien
voneinander ab.

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Schweiz

Tel.: +41 58 610 10-10
contact.pa.ch@hamilton.ch
www.hamiltoncompany.com
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