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Fiiir die Produktion von KOGENATE®
Bayer wird weder im Reinigungsprozess noch in der
Formulierung Humanalbumin eingesetzt. Der neu
entwickelte Prozess erhdlt die Struktur und Aktivitdt
des FVIII-Molekiils unter Einsatz neuer Technologien
und rationalisierter Reinigungsschritte. Zusdtzlich
wird die Virussicherheit durch den Einsatz der Sol-
vens/Detergens Methode erhoht. Die Saccharose-
Sformulierung des Endproduktes enthdlt keine Bestand-
teile humaner oder tierischer Herkunft.

EINLEITUNG

Das humane FVIII-Molekiil ist das
groBte und komplexeste Molekiil, das bisher in der
Biotechnologie entwickelt wurde. Das Molekularge-
wicht betrdgt fast 300 Kilodalton und eine ungewohn-
lich groe Anzahl der Aminosduren ist glykosiliert.



Allein die B-Domaine enthélt 19 Glykosilierungstellen.
Auf Grund dieser Komplexitit war die Entwicklung
von KOGENATE® sehr zeit- und kostenaufwendig.
Nach 10 Jahren Prozessentwicklung und klinischen
Studien wurde KOGENATE® 1993 in den USA und
1994 in Europa zugelassen. Zu diesem Zeitpunkt begann
bereits die Entwicklung der zweitetn KOGENATE®-
Generation, um den kontinuierlichen Weg fortzuset-
zen, fremde Proteine aus dem Produktionsprozess von
FVIII auszuschlieen.

MOTIVE FUR DIE WEITERENTWICKLUNG VON
KOGENATE®

Nach iiber 10 Jahren klinischer Er-
fahrung mit KOGENATE® wurde im Jahr 2000
KOGENATE?® Bayer in den USA und in Europa einge-
fiihrt. Die Motivation zur Weiterentwicklung hatte
zwel Ursachen. Zum einen kamen zu dem bekannten
Thema der Virussicherheit nun noch weitere Bedenken
beziiglich der Sicherheit von humanen Proteinen. So
drohte die Diskussion iiber Prionen und der neue Frei-
gabemodus fiir Humanalbumin zeitweise zu Engpéssen
bei der Versorgung zu fithren. Zum anderen sollte
KOGENATE® kompetitive Vorteile wahren. Folgende
drei Moglichkeiten standen zur Wabhl:

1. Es wird eine Formulierung ohne Zusatz von
Human-Albumin entwickelt.

2. Weder im Reinigungsprozess, noch in der Formu-
lierung wird Human-Albumin verwendet.

3. Im gesamten Produktionsprozess werden keine
humanen Proteine mehr eingesetzt.
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ENTWICKLUNGSKRITERIEN FUR
KOGENATE® BAYER

Die erste Alternative war zwar die
am wenigsten zeitaufwendige, aber es ergab sich kein
offensichtlicher Vorteil, da vor der Formulierung
durchaus noch Humanalbumin zugesetzt wiirde und
der Reinigungsprozess unverindert bliebe. Die zweite
Alternative entspricht KOGENATE®Bayer und redu-
ziert den Zusatz von Humanalbumin weit mehr. AuB3er-
dem eroffnete die Anderung des Reinigungsprozesses
die Moglichkeit neue Technologien einzusetzen und
den Grad der Reinigung und die Robustheit des Pro-
zesses weiter zu verbessern. Die 1994 zur Verfiigung
stehenden Verbesserungen des Reinigungsprozesses
wurden eingefiihrt. So ist die Produktion von
KOGENATE® Bayer nun charakterisiert durch:

e ceinen vollkommenen Verzicht auf den Einsatz von
Humanalbumin im Reinigungsprozess

e neue, erginzende chromatographische Reinigungs-
schritte

e cinen vollkommenen Verzicht auf den Einsatz von
Humanalbumin in der Formulierung

e cine Viruseliminierungsstufe

e die bewihrte Virusinaktivierung durch das Solvens/
Detergens Verfahren
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Abb. 1: Vergleich der Herstellungsprozesse

Die dritte Alternative zur Weiterent-
wicklung des FVIII-Konzentrats hitte den Vorteil,
weitere Bedenken hinsichtlich der Virussicherheit bzw.
Pathogensicherheit moglichst ausschliefen zu konnen,
da im gesamten Prozess keine humanen Proteine ein-
gesetzt wiirden. Dem optimalen Sicherheitsprofil ste-
hen jedoch weitere Jahre der Produktentwicklung ge-
geniiber, in denen auch die Zell-Binke und Kulturen
und dadurch auch der Reinigungsprozess neu entwik-
kelt werden miissten. Die technischen Voraussetzun-
gen waren erst 1997 gegeben, als KOGENATE® Bayer
bereits in der Entwicklung stand. So wurde zunichst
KOGENATE® Bayer fiir die nihere Zukunft weiter-
entwickelt, aber gleichzeitig die proteinfreie Entwick-
lung als nichster Schritt ins Auge gefasst.
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In der Zwischenzeit hatte Bayer
weitere MaBnahmen ergriffen, um fiir den H&mophi-
lie A Patienten die Produktsicherheit zu erhohen. So
werden inzwischen rekombinantes Insulin und synthe-
tisches Glycerin in der Fermentation eingesetzt.

DER NEUE REINIGUNGSPROZESS

Humanalbumin hatte im Produkti-
onsprozess von KOGENATE® die Funktion das FVIII-
Molekiil wihrend der Reinigungsschritte zu stabilisie-
ren. Um fiir KOGENATE® Bayer die optimale Stabi-
litdt des Molekiils in Abwesenheit von Humanalbumin
zu erhalten, wurde die Verarbeitungszeit gekiirzt, in-
dem die Zahl der Reinigungsschritte verringert, Wie-
derholungsschritte vermieden und statt dessen neuer-
dings verfiigbare effizientere chromatographische
Technologien eingesetzt wurden (Abb. 2). Das Prinzip
des Reinigungsprozesses blieb erhalten, es wurden
aber ein zusitzlicher Virusinaktivierungsschritt und
eine Metall-Chelat-Affinititssdule hinzugefiigt. Bei
den bisherigen Schritten werden die gleichen Metho-
den verwandt wie fir KOGENATE®, aber, soweit
verfiigbar, mit neuem, leistungsfidhigerem Material.
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Abb. 2:

Vergleich der Reinigungsprozesse fiir
KOGENATE® und KOGENATE® Bayer
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DIE NEUE FORMULIERUNG

Die Entwicklung der Formulierung
begann mit der Analyse von 130 verschiedenen Kom-
binationen. Dreiflig geeignete Formulierungen wurden
als geeignete Stabilisatoren der FVIII-Aktivitit identi-
fiziert. Die entscheidenden Erfordernisse bei der Wahl
der Endformulierung von KOGENATE®Bayer waren:

e Physiologisch nicht reaktive Bestandteile
e Iso-Osmolaritit des Produktes

e Stabilitiit und Aussehen des lyophilisierten Endpro-
duktes

e Kein Zusatz von Bestandteilen humaner oder tieri-
scher Herkunft

e Gleiches Fiillvolumen (2,5ml) fiir alle Dosierungs-
formen zur groleren Anwenderfreundlichkeit

Basierend auf der Stabilitit der
FVIII-Aktivitdt nach Lyophilisierung und Aufbewah-
rung unter Stressbedingungen (40°C) wurde die end-
giiltige Formulierung gewihlt. Zusitzlich werden auch
neue Behilter und inerte synthetische Stopfen ohne
Latexanteil verwendet, die speziell zur Lyophilisierung
von Proteinen entwickelt wurden.



