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Vorwort

Im Rahmen der Qualitatssicherung in der Arzneimitteliberwachung soll ein einheitlicher
Inspektionsleitfaden ,Aide mémoire Bio- und Gentechnologie“ als Grundlage fir die In-
spektionen von Betrieben gelten, die pharmazeutische Produkte auf bio- und/oder gen-
technologischem Wege herstellen und prifen.

Folgende Produkte und Herstellungsmethoden werden hierbei erfasst:
Produkte:

Impfstoffe

Proteine und Polypeptide

Monoklonale Antikdrper

Immunsera

Antigene

Peptidhormone

Zytokine

Enzyme

u.a.
Herstellungsmethoden:

Mikrobielle Kulturen mit Ausnahme der mit rDNS-Rekombinationstechniken herge-
stellten;

Mikrobielle Kulturen und Zellkulturen, einschlieBlich der mit Hilfe der rDNS- oder
Hybridomtechnik gewonnenen,;

Extraktion aus biologischen Geweben
Vermehrung lebender Agenzien in Embryonen oder Tieren

Im Allgemeinen gelten die GMP-Prinzipien, wie sie fur Arzneimittel im EG-GMP-
Leitfaden, fir Wirkstoffe in der Leitlinie ICH Q7A bzw. im Annex 18 des EG-GMP-
Leitfadens niedergelegt sind. Sie werden in diesem Aide mémoire nicht wiedergegeben,
vielmehr werden die Vorgaben in den Aides mémoire ,Uberwachung von Arzneimittel-
herstellern®, ,Uberwachung von Steril-Arzneimittelherstellern®, ,Inspektion der Qualifizie-
rung und Validierung in der pharmazeutischen Herstellung und Qualitatskontrolle®,
-LKommentar zur Ergénzenden Leitlinie fiir Computer-gestitzte Systeme” vorausgesetzt.

Vorschriften des Gentechnik-Rechts und des Arbeitsschutzes werden hier nicht kommen-
tiert.

Zitate aus deutschsprachigen Leitlinien sind wortgetreu tGbernommen, Zitate aus eng-
lischsprachigen Leitlinien sinngeman (ibersetzt worden. Zitate und sinngemafie Uberset-
zungen aus Leitlinien werden im nachfolgenden Text durch kursive Schreibweise kennt-
lich gemacht.

Das Aide mémoire ist eine Zusammenstellung der Expertenmeinung in der EFG 04 und
hat keinen bindenden Charakter. Abweichungen von diesem Aide mémoire sind mdglich
und sind insbesondere dann zu akzeptieren, wenn sie zum gleichen Ergebnis flihren und
der Sicherheit von bio- und gentechnologisch hergestellten pharmazeutischen Produkten
dienen bzw. den Zulassungsunterlagen entsprechen.
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Das Aide mémoire Bio- und Gentechnologie wird bei Bedarf den aktuellen Anforderungen
angepasst. Vorschlage beteiligter Kreise zur Erganzung und Verbesserung des Aide

mémoire an die Expertenfachgruppe 4 sind erwiinscht.
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Definitionen und Abkirzungen

Begriffsbestimmungen und Geltungsbereich der GMP-Regeln

Vorbemerkung:

Im nachfolgenden werden die Begriffsbestimmungen fir Ausgangsstoff, Wirkstoff und
Arzneimittel, wie sie im Arzneimittelgesetz und in den einschlagigen Leitlinien fir die Bio-
/Gentechnologie Verwendung finden, wiedergegeben. Aus der Einstufung von Stoffen
bzw. Produkten ergibt sich die Anwendung der zutreffenden GMP-Regeln.

Definitionen:

AMG § 4 Abs. 19 (12. AMG-Novelle)
Wirkstoffe sind Stoffe, die dazu bestimmt sind, bei der Herstellung von Arzneimitteln
als arzneilich wirksame Bestandteile verwendet zu werden oder bei ihrer Verwendung
in der Arzneimittelherstellung zu arzneilich wirksamen Bestandteilen der Arzneimittel
zu werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Glossar
Wirkstoff: Jede Substanz oder Substanzmischung, die fiir die Herstellung eines Arz-
neimittels verwendet werden soll und die bei ihrer Verwendung in der Arzneimittel-
produktion ein wirksamer Bestandteil des Arzneimittels wird.

Ph.Eur. Monographie Substanzen zur pharmazeutischen Verwendung
Substanzen zur pharmazeutischen Verwendung sind alle organischen und anorgani-
schen Substanzen, die als Wirk- oder Hilfsstoffe zur Herstellung von Arzneimitteln zur
Anwendung am Menschen und/oder am Tier verwendet werden. Sie kbnnen natlirli-
chen Ursprungs sein oder durch Extraktion von Rohmaterialien, durch Fermentation
oder Synthese hergestellt werden.

Substanzen zur pharmazeutischen Verwendung kénnen als solche oder als Aus-
gangsmaterialien fiir nachfolgende Formulierungen zur Herstellung von Arzneimitteln
verwendet werden. In Abhéngigkeit von der Formulierung kénnen bestimmte Sub-
stanzen entweder als Wirkstoffe oder als Hilfsstoffe eingesetzt werden...

Wenn in den Einzelmonographien spezifisch festgelegt ist, dass die Substanz zur
pharmazeutischen Verwendung

ein rekombinantes Protein oder eine andere Substanz ist, die als direktes, auf ge-
netischen Verédnderungen basierendes Genprodukt gewonnen wird, dann muss
die Substanz, falls anwendbar, aulerdem den Anforderungen der allgemeinen
Monographie ,DNA-rekombinationstechnische hergestellte Produkte® entspre-
chen.

von Tieren gewonnen wird, die fiir (ibertragbare spongiforme Enzephalopathien
auller im Falle von experimenteller Belastung empfénglich sind, dann muss die
Substanz, falls anwendbar, auBerdem den Anforderungen der allgemeinen Mo-
nographie ,Produkte mit dem Risiko der Ubertragung von Erregern der spongi-
formen Enzephalopathie tierischen Ursprungs” entsprechen.

eine Substanz ist, die durch Fermentationsverfahren gewonnen wird und wenn
die einbezogenen Mikroorganismen entweder nach herkémmlichen Verfahren o-
der durch DNA (rDNA)-Rekombinationstechniken verédndert sind, dann muss die
Substanz falls anwendbar, auBerdem den Anforderungen der allgemeinen Mono-
graphie ,Fermentationsprodukte” entsprechen.
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EG-Dok. 111/3477/92, EG-Dok. 111/5271/94, WHO TRS No. 823
“Bulk final active ingredient”

Es handelt sich um das Endprodukt, das nach Durchfiihrung aller Produktionsprozes-
se aus einer Bulk-Ernte erhalten wird. Es wird in einem oder mehreren Behéltnissen
aufbewahrt und fiir die Herstellung der letztendlichen Darreichungsform verwendet.

JFinished product®:

Der Wirkstoff wird formuliert und in verschlossene Endbehdéltnisse abgefiillt, die das
Produkt in seiner letztendlichen Darreichungsform, d.h. das Endprodukt, enthalten.

Anwendbarkeit der GMP-Regeln:

PharmBetrV § 1 Abs. 1 und 3 (12. AMG-Novelle)
Diese Verordnung findet Anwendung auf Betriebe und Einrichtungen, die Arznei-
mittel, Wirkstoffe, die menschlicher, tierischer oder mikrobieller Herkunft sind oder auf
gentechnischem Wege hergestellt werden, oder andere zur Arzneimittelherstellung
bestimmte Stoffe menschlicher Herkunft gewerbsméRig herstellen, priifen, lagern,
verpacken, in den Verkehr bringen oder in den Geltungsbereich des Arzneimittel-
gesetzes verbringen.

Die Regelungen dieser Verordnung gelten fiir die in Absatz 1 Satz 1 genannten Stoffe
und Wirkstoffe entsprechend.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00)
Anmerkung:

Bis diese Vorschrift in Kraft tritt, ist die Forderung der GMP-gerechten Herstellung
von Wirkstoffen und damit die Anwendung dieses Leitfadens in der EU nicht rechts-
verbindlich. Wenn allerdings Griinde fiir Bedenken vorliegen oder wenn durch be-
stimmte Mitgliedstaaten gefordert, kénnen GMP-Inspektionen von Herstellern von
Wirkstoffen durch die zustdndigen Behérden der Mitgliedstaaten durchgefiihrt wer-
den. Flr diese Félle und insbesondere wenn diese Inspektionen im Rahmen eines
Verfahrens fiir eine zentralisierte Zulassung erfolgen, ist man (bereingekommen,
dass die Inspektoren der zusténdigen Behdérden in der EU bei der Inspektion die An-
forderungen dieses Leitfadens zugrunde legen.

Anwendbarkeit:

In verschiedenen Léndern kénnen sich Materialien hinsichtlich ihrer rechtlichen Ein-
stufung als Wirkstoff unterscheiden. Wenn ein Material in der Region oder dem Land,
in dem es hergestellt oder fiir ein Arzneimittel verwendet wird, als Wirkstoff klassifi-
ziert ist, sollte es geméal3 dem vorliegenden Leitfaden hergestellt werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.14
Eir alle Herstellungsstufen sollten ordnungsgeméfiie Kontrollen eingerichtet werden,
um die Qualitdt des Zwischenprodukts oder Wirkstoffs zu sichern. Zwar beginnt der
vorliegende Leitfaden mit dem Zellkultur-/Fermentationsschritt, dennoch sollten friihe-
re Schritte (z.B. die Pflege von Zellbanken) unter ausreichenden Prozesskontrollen
stattfinden. Der vorliegende Leitfaden deckt Zellkulturen-/Fermentation ab dem Punkt
ab, an dem ein Vial der Zellbank zu Herstellungszwecken entnommen wird.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 19.11
Die Kontrolle von fiir klinische Priifungen hergestellten Wirkstoffen sollte mit dem
Entwicklungsstadium des Arzneimittels, dessen Bestandteil der Wirkstoff ist, kon-
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gruent sein. ... Erreicht die Arzneimittelentwicklung die Stufe, auf der der Wirkstoff fiir
die Verwendung in Arzneimitteln fiir die klinische Priifung produziert wird, sollten Her-
steller gewéhrleisten, dass der Wirkstoff in geeigneten Anlagen mittels entsprechen-
der Herstellungs- und Priifverfahren hergestellt wird, um die Qualitat des Wirkstoffs
sicherzustellen.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden
Anwendungsbereich: Die zur Herstellung biologischer pharmazeutischer Produkte
angewandten Methoden bestimmen in entscheidendem Mal3e die geeigneten behdra-
lichen Kontrollen. Biologische pharmazeutische Produkte kénnen deshalb weitgehend
unter Hinweis auf ihre Herstellungsmethode definiert werden.

Zellbanke:

Eine Herstellungserlaubnis und GMP-Bedingungen flr die Herstellung von Zellbanken
kann aufgrund der derzeitigen Rechtslage nicht gefordert werden, sollte jedoch aus fach-
lichen Grinden angestrebt werden (Bezugnahme auf Annex 2 und 18 EG-GMP-
Leitfaden). Bei einer zukinftigen Revision des Annex 2 soll darauf hingewirkt werden,
entsprechende Anforderungen vorzusehen.

Zellbanke sollen beim Eingang in den Herstellungsbetrieb einer Freigabeprufung ent-
sprechend einer festgelegten Spezifikation unterzogen werden, die mindestens die Iden-
titatsprifung umfassen muss. Ferner muss aufgrund weiterer Priifungen, Zertifikate oder
entsprechender Dokumentationen gewabhrleistet sein, dass die Zellbank fur den vorgese-
henen Zweck geeignet ist und kein Sicherheitsrisiko darstellt.

Ausgangsstoffe:

Ausgangsstoffe, die menschlicher, tierischer oder mikrobieller Herkunft oder auf gen-
technischem Wege hergestellt und die dazu bestimmt sind, bei ihrer Verwendung in der
Arzneimittelherstellung zu arzneilich wirksamen Bestandteilen zu werden, sind Wirkstoffe
und unterliegen damit der Erlaubnispflicht gemal §§ 13, 72 AMG sowie den GMP-
Regeln.

Die Ubrigen Ausgangsstoffe sind durch die GMP-Regeln dahingehend erfasst, dass sie
durch den Hersteller gemaf Spezifikation zu prifen sind, bevor sie in der Produktion zum
Einsatz kommen. Diese Prifung umfasst neben der Analytik auch die Lieferantenqualifi-
zierung. Entsprechendes gilt flr Hilfsstoffe. Ausgangs- und Hilfsstoffe sollen — soweit
vorhanden - den allgemeinen und individuellen Spezifikationen des Arzneibuchs entspre-
chen.

Wirkstoffe:

Gemal §§ 13, 72 AMG ist die Herstellung und die Einfuhr von Wirkstoffen, die menschli-
cher, tierischer oder mikrobieller Herkunft sind oder auf gentechnischem Wege herge-
stellt werden, zum Zwecke der Abgabe an andere bzw. zur Weiterverarbeitung erlaub-
nispflichtig.

Gemal § 14 Abs. 1 Nrn. 6 und 6a AMG i.V.m. § 20 a AMG ist die Erteilung einer Herstel-
lungserlaubnis fir Wirkstoffe an personelle, raumliche und wissenschaftlich-technische
Voraussetzungen gebunden. Diese Voraussetzungen ergeben sich aus der PharmBetrV,
dem EG-GMP-Leitfaden einschlieRlich der ICH-Leitlinie Q7A bzw. aus dem entsprechen-
den Entwurf fur einen Annex 18 zum EG-GMP-Leitfaden.

Arzneimittel:

Die Weiterverarbeitung des Wirkstoffs bzw. der konzentrierten Wirkstoff-Lésung zum
Arzneimittel unterliegt den §§ 13, 14 AMG i.V.m. der PharmBetrV und dem EG-GMP-
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Leitfaden einschliellich Annices. Da die bio-/gentechnologisch hergestellten Arzneimittel
Uberwiegend parenteral verabreicht werden, wird hier besonders auf Annex 1 des EG-
GMP-Leitfadens und die dortigen Anforderungen an die aseptische Abfillung hingewie-
sen.

Arzneimittel und Wirkstoffe fiir die klinische Priifung:

Die Herstellung und Einfuhr von o.g. Wirkstoffen und Arzneimitteln fur die klinische Pru-
fung ist ebenfalls erlaubnispflichtig gemal § 13 Abs. 1 AMG und unterliegt den entspre-
chenden GMP-Regeln.

Im Hinblick auf § 14 Abs. 1 Nrn. 6, 6a AMG sollten folgende Mindestvoraussetzungen
eingehalten werden:

Ein effektives Konzept zur Vermeidung von Kreuzkontamination muss vorhanden
sein.

Die Qualifizierung von Anlagen und Geraten muss abgeschlossen sein.

Eine Prozessvalidierung in vollem Umfang wird nicht erwartet. Jedoch sollte ein Plan
zur Prozessvalidierung mit Akzeptanzkriterien vorhanden sein.

Die ggf. erforderliche aseptische Abflillung muss validiert sein.

Anstelle der Reinigungsvalidierung kann eine Reinigungsverifizierung treten.
Bezlglich der Virussicherheit bei Phase-I/lI-Praparaten sind eine azentrische Virus-
testung (Zelllinien, Ausgangsstoffe, Ernte), eine Prifung auf endogene Retroviren
und eine qualifizierte Abreicherung zu fordern, fir Phase-lll-Praparate ist bereits eine
Virusvalidierung erforderlich.

Die Validierung der zum Einsatz kommenden Priifmethoden flir die Freigabe der Arz-
neimittel fir die klinische Prifung muss abgeschlossen sein. Fur die Prifung von
Wirkstoffen flr die klinische Priifung sind Prifmethoden nach dem Stand von Wis-
senschaft und Technik erforderlich, eine volle Validierung wird nicht erwartet.

Vom Stand von Wissenschaft und Technik werden im Ubrigen keine Abstriche ge-
macht.
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1 Qualitatssicherung

Siehe Aide mémoire ,Uberwachung von Arzneimittelherstellern®

2 Personal

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 1
Das gesamte Personal der Bereiche, in denen biologische pharmazeutische Produkte
hergestellt werden (einschlieBlich der Kréfte flir Reinigung, Wartung oder Qualitats-
kontrolle), sollte eine zusétzliche Ausbildung erhalten, die speziell auf die hergestell-
ten Produkte und auf die zu verrichtenden Tétigkeiten ausgerichtet ist. Den Mitarbei-
tern sollten entsprechende Kenntnisse und eine Ausbildung in Hygiene und Mikrobio-
logie vermittelt werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 2
Die fiir die Produktion und Qualitdtskontrolle verantwortlichen Personen sollten lber
ausreichende Grundkenntnisse in den einschldgigen wissenschaftlichen Disziplinen
verfiigen verbunden mit ausreichenden praktischen Erfahrungen, um ihre Leitungs-
funktion fiir den jeweiligen Prozess austiben zu kénnen.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 3

Fiir die Unbedenklichkeit des Produkts ist auch der immunologische Status der Be-
schéftigten zu berticksichtigen. Sdmtliche in der Produktion, bei der Wartung, bei der
Priifung und in der Tierpflege beschéftigten Personen (einschliel8lich Inspektoren)
sollten erforderlichenfalls mit geeigneten speziellen Impfstoffen geimpft werden und
sich regelméBigen Gesundheitskontrollen unterziehen. Uber das naheliegende Prob-
lem der Exposition von Mitarbeitern gegenliber infektiésen Erregern, stark wirksamen
Toxinen oder Allergenen hinaus ist es nicht weniger wichtig, die Gefahr der Verunrei-
nigung einer Produktionscharge mit infektibsen Erregern zu vermeiden. Besuchern
sollte der Zugang zu den Produktionsbereichen in der Regel verwehrt sein.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 4
Jede Anderung des immunologischen Status von Mitarbeitern, die die Qualitidt des
Produkts beeintrdachtigen kénnte, sollte eine Beschéftigung der jeweiligen Personen
im Produktionsbereich ausschlieBen. In der Produktion von BCG-Impfstoff und Tu-
berkulinprdparaten sollte ausschliel3lich Personal beschéftigt werden, das durch re-
gelméRige Uberpriifung seines immunologischen Status oder durch Thorax-
Réntgenuntersuchungen sorgféltig kontrolliert wird.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 5

Im Laufe eines Arbeitstages sollte das Personal nicht aus Bereichen, in denen eine
Exposition gegentiber lebenden Mikroorganismen oder Tieren méglich ist, in Bereiche
liberwechseln, in denen mit anderen Produkten oder anderen Mikroorganismen gear-
beitet wird. Wenn ein solcher Wechsel unvermeidlich ist, sollten die Mitarbeiter dieser
Produktionsbereiche eindeutig definierte DekontaminationsmalBnahmen ausfiihren,
einschlielllich des Wechselns der Kleidung und des Schuhwerks sowie, falls erforder-
lich, des Duschens.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 22
Das in Tierstéllen beschéftigte Personal muss spezielle Kleidung und die Méglichkeit
zum Wechsel der Kleidung haben.
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ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.32
Das Personal sollte geeignete Schutzkleidung tragen und besondere Vorsichts-
malnahmen bei der Handhabung der Kulturen befolgen.

Inspektionsinhalte:

Ausbildung und praktische Erfahrung des Personals
e Spezielle Personalschulung vor Aufnahme der Tatigkeiten und fortlaufende Schulung
und Information; Kontrolle des Schulungserfolgs
¢ Gesundheitszustand des Personals (sieche GenTSV § 12 Abs. 5 und 8, Anhang VI,
BioStoffV § 14, Anhang IV, Merkblatter der BG Chemie ,Sichere Biotechnologie®, Un-
fallverhitungsvorschriften der BG (BGV A 4 ,Arbeitsmedizinische Vorsorge®, BGV C
8 ,Gesundheitsdienst” sowie Berufsgenossenschaftliche Grundsatze fir arbeitsmedi-
zinische Vorsorgeuntersuchungen (G 42 Infektionskrankheiten, G 43 Biotechnologie)
o Erstuntersuchung vor erstem Arbeitsantritt und Nachuntersuchungen in re-
gelmafigen Abstanden (alle 12 Monate bei haufigem Kontakt mit gefahrden-
dem Material);
o ggdf. Impfungen;
o Untersuchungen aus besonderem Anlass (Erkrankung oder Verdacht);
o Untersuchungen nach Beendigung der Beschaftigung
Zuordnung des Personals zu den jeweiligen Bereichen
e Beschrankung des Zutritts auf benannte Beschaftigte
Einschrankung der Berechtigung zum Zutritt in andere Produktionsbereiche fur Per-
sonal, das mit humanpathogenen Viren, sporenbildenden Mikroorganismen oder in
Tierstallen arbeitet
Kleidung und Umkleidungsprocedere einschliellich Dekontaminationsmaflinahmen
e Arbeitsweise des Personals und Kontrolle
o Beobachtungsfenster zur Sichtkontrolle

3 Raumlichkeiten und Ausristung

Vorbemerkung

Das Kapitel behandelt die Vorgaben zum Raumkonzept, allgemeine Aspekte zur Ausristung
und zur Reinigung und Reinigungsvalidierung. Spezielle Anforderungen an Anlagen und Ge-
rate und deren Reinigung sind in den nachfolgenden Kapiteln beschrieben.

3.1 Produktionsbereiche

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 6
Der Grad der Umgebungskontrolle auf partikuldre und mikrobielle Kontamination soll-
te dem jeweiligen Produkt und Produktionsschritt angepasst sein; dabei sollten das
Kontaminationsniveau der Ausgangsstoffe und das Risiko fiir das Fertigprodukt be-
riicksichtigt werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 7
Die Gefahr einer Kreuzkontamination zwischen biologischen pharmazeutischen Pro-
dukten insbesondere wéahrend derjenigen Herstellungsstufen, in denen lebende Mik-
roorganismen verwendet werden, kann zusétzliche VorsichtsmalRnahmen im Hinblick
auf die Einrichtungen und Ausriistungen erforderlich machen, so z.B. die Verwen-
dung besonderer Einrichtungen und Ausrtstungen, die Produktion in Kampagnen und
die Verwendung geschlossener Systeme. Der Grad der Trennung, der zur Vermei-
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dung einer Kreuzkontamination erforderlich ist, wird durch die Beschaffenheit des
Produkts und durch die verwendete Ausrtlistung bestimmt.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 8
Zur Produktion von BCG-Impfstoff und zum Umgang mit lebenden Mikroorganismen,
die bei der Herstellung von Tuberkulinprdparaten Anwendung finden, sollten grund-
sétzlich besondere Einrichtungen verwendet werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 9
Besondere Einrichtungen sollten fiir den Umgang mit Bacillus anthracis, Clostridium
botulinum und Clostridium tetani bis zum Abschluss des Inaktivierungsprozesses
verwendet werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 10
Produktion in Kampagnen kann fiir andere sporenbildende Mikroorganismen unter
der Voraussetzung zuldssig sein, dass die Einrichtungen nur fiir diese Produktgruppe
verwendet werden und zur selben Zeit nicht mehr als ein Produkt hergestellt wird.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 13
Zur Verarbeitung steriler Produkte sollten Uberdruckbereiche verwendet werden,
wéhrend in bestimmten Bereichen, in denen die Gefahr einer Exposition gegeniiber
den Erregern besteht, aus Sicherheitsgriinden ein Unterdruck zuldssig ist. Soweit Un-
terdruckbereiche oder Sicherheitswerkbdnke zum aseptischen Arbeiten verwendet
werden, sollten diese von einer sterilen Uberdruckzone umgeben sein.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 14
Jeder Herstellungsbereich sollte eine eigene Luftfiltrationseinheit besitzen; umgewalz-
te Luft sollte nicht aus Bereichen stammen, in denen mit lebenden pathogenen Erre-
gern gearbeitet wird.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.15
Es sollten geeignete Ausriistungs- und Umgebungskontrollen vorgenommen werden,
um das Risiko einer Kontamination zu minimieren. Die Akzeptanzkriterien fiir die Um-
gebungsqualitdt und die Héufigkeit einer Uberwachung héngen vom jeweiligen Pro-
duktionsschritt und von den Produktionsbedingungen (offene, geschlossene oder ab-
gegrenzte Systeme oder Anlagen) ab.

Inspektionsinhalte: MaBnahmen zur Vermeidung von Kontamination und Kreuz-
Kontamination

Logischer Material- und Personalfluss

o Separate Herstellungsbereiche: Zwingend fir die Produktion von BCG-Impfstoff und
lebenden Mikroorganismen fir die Herstellung von Tuberkulinpraparaten sowie fir
den Umgang mit Bacillus anthracis, Clostridium botulinum und Clostridium tetani bis
zum Abschluss des Inaktivierungsprozesses

o Getrennte Herstellungsraume flr Zellbanketablierung, Vorkultur, Fermentation, Auf-
reinigung und Abflllung
Filtration der Zu- und Abluft im Herstellungsbereich (prozessabhangig, siehe unten)

o Separate Bellftungsanlagen fir bestimmte Herstellungsbereiche: Normalerweise se-
parate Bellftungssysteme flr Fermentation und Aufreinigung, getrennte Bellftungs-
systeme fur Produktionsschritte vor und nach der Virusbeseitigung/-inaktivierung

e Getrennte Bellftung fiir Kontrolllaboratorien, in denen mikrobiologisch gearbeitet wird
Sinnvolle Platzierung von Zuluft- und Abluftéffnungen

o Kontrollierte Umgebungsbedingungen (siehe unten)

Entwurf zur Kommentierung
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o Kampagnenbetrieb: flr bestimmte sporenbildende Mikroorganismen mdglich, wenn
Raume und Einrichtungen ausschlieldlich fir eine bestimmte Produktgruppe verwen-
det werden und nur ein Produkt zur selben Zeit hergestellt wird

o Geschlossene oder abgegrenzte Systeme: insbesondere flr Multifunktionsbereiche

erforderlich

Ausristung, die ausschlieRlich einem Produkt gewidmet ist

Reinigung und Dekontamination von Rohrleitungen, Armaturen, Beluftungsfiltern

Reinigungsvalidierung

Dekontamination von Ableitungen

Fir die Herstellung von Wirkstoffen zur Herstellung steriler Arzneimittel sind normalerweise
folgende Anforderungen an die Reinraum-Klassen im Produktionsbereich zu stellen:

Zellbanketablierung:
Klasse C; Sicherheitswerkbank der Klasse A fir offene Produktionsschritte
Probenahme, Dispensierung, Medien, Puffer:
Klasse D fur geschlossene Systeme, fur offene Produktionsschritte Klasse C
Vorkultur:
Klasse C oder D je nach Kontaminationsrisiko; Klasse A fir offene Produktionsschritte
Fermentation:
Klasse D fir geschlossene Systeme, flir offene Schritte Klasse C
Ernte, Aufreinigung:
Klasse D fir geschlossene Systeme, fur offene Schritte Klasse C
Abfilllung Wirkstoff:
Klasse A in Klasse B (fur sterile Wirkstoffe) oder C (fir nichtsterile Wirkstoffe)

Anmerkung:

Fir bestimmte Produkte/Prozesse kénnen auch andere Reinheitsklassen erforderlich
sein. Fur die Abflllung von sterilen Arzneimitteln gelten die Anforderungen des Annex 1
des EG-GMP-Leitfadens, wonach die aseptische Abflllung in Klasse A mit Hintergrund
Klasse B zu erfolgen hat.

Die Kontrolle der Umgebungsbedingungen hinsichtlich Partikel und Keime sollen in jeder
Reinraumklasse einem Monitoring unterliegen. Hierbei sind insbesondere folgende Ge-
sichtspunkte zu beachten:

Monitoring der Druckkaskade

Partikelmonitoring (im Betriebs- und im Ruhezustand))
Mikrobiologisches Monitoring (Luft, Oberflachen, Personal)
Warn- und Aktionsgrenzen

Mafnahmen bei Uberschreitungen

Inspektionsinhalte: Anlagen und Ausriistung

e Qualifizierung (ICH-Q7A Kapitel 12 und Annex 15 des EG-GMP-Leitfadens), insbe-
sondere folgender Betriebsmittel:
o Bellftungssysteme
Sicherheitswerkbanke
Fermenter
Chromatographiesaulen
Wassersysteme
Heiz-/Klhlsysteme
Gassysteme
Computergestitzte Systeme

O O O O O O O
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o Geschlossene Systeme

O

O

zur Vermeidung einer Freisetzung oder Kontamination insbesondere fir Multi-
funktionsbereiche zur Vermeidung von Infektionen erforderlich

hydrophobe, sterilisierbare Beliiftungsfilter (Tiefen- oder Siebfilter) mit validier-
ter Lebensdauer

Dichtigkeit (Flansche, Schweil’nahte, Verschraubungen, Dichtungen)
Geschlossene, CIP/SIP-fahige Leitungen und Ventile (Membranventile oder
Schlauchventile)

Sterilisierbare Gleitringdichtungen oder Magnetkupplungen zur Durchfiihrung
von Ruhrerwellen

Wahrung des geschlossenen Systems z. B. bei Zugabe von Stoffen, Probe-
nahme, Ernte und Produkttransfer

e Ausrustung, die ausschlie8lich einem Produkt gewidmet ist

O

Grundsatzlich erforderlich flr Saulen-Matrix bei chromatographischen Reini-
gungsschritten

Wartung, und Kalibrierung nach festgelegten Intervallen
e Statuskennzeichnung

3.2 Tierstalle

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 21
Zur Herstellung einer Reihe biologischer pharmazeutischer Produkte werden Tiere
verwendet, so z.B. bei Polioimpfstoff (Affen), Schlangenseren (Pferde und Ziegen),
Tollwutimpfstoff (Kaninchen, Mause und Hamster) und Serumgonadotropin (Pferd).
AuBBerdem kénnen Tiere zur Qualitdtskontrolle der meisten Seren und Impfstoffe ver-
wendet werden, so z.B. von Pertussis-Impfstoff (Méuse), BCG-Impfstoff (Meer-
schweinchen) und zur Priifung auf Pyrogene (Kaninchen).

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 22
Tiere, die zur Produktion und Qualitdtskontrolle biologischer pharmazeutischer Pro-
dukte verwendet werden, sollten von den Produktions- bzw. Qualitédtskontrollberei-
chen getrennt gehalten werden.
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3.3 Reinigung und Reinigungsvalidierung
Vorbemerkung:

In diesem Kapitel werden allgemeine Gesichtspunkte der Reinigung und Reinigungsvali-
dierung angesprochen. Spezielle Anforderungen an die Reinigung bestimmter Anlagen
und Gerate sind in den nachfolgenden Kapiteln beschrieben.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 15
Anordnung und Gestaltung der Produktionsbereiche und ihrer Ausriistung sollten eine
wirksame Reiniqung und Dekontamination erméglichen (z.B. durch Begasung). Die
Eignung der Reinigungs- und Dekontaminationsverfahren sollte validiert werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 17
Rohrleitungen, Armaturen und Beliiftungsfilter sollten so konstruiert sein, dass sie
leicht gereinigt _und _sterilisiert werden kénnen. Dabei sollten bevorzugt In-situ-
Reinigungs- und In-situ-Sterilisationssysteme verwendet werden. Die Armaturen an
den Fermentern sollten vollstdndig dampfsterilisierbar sein. Die Beliiftungsfilter sollten
hydrophob und fiir die jeweils vorgesehene Lebensdauer validiert sein.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 19
Ableitungen, die pathogene Mikroorganismen enthalten kénnen, sollten wirksam de-
kontaminiert werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 5.21 — 5.26
Siehe Kapitel Reinigung der Ausriistung

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 12.70 — 12.76
Siehe Kapitel Reinigungsvalidierung

Annex 15 Ziff 36 — 42

Inspektionsinhalte: Reinigung der Ausriistung:

e Schriftliche Verfahrensanweisungen fur die Reinigung und Freigabe der Ausristung
o Zuweisung der Verantwortlichkeiten

Reinigungszeitplane
Beschreibung der Methoden und Materialien
Beschreibung der (De-)Montage der Ausristung wo erforderlich
Anbringen/Entfernen der Kennzeichnung (Reinigungsstatus und Ch.-B.)
Beschreibung der Aufbewahrungsbedingungen gereinigter Ausristung
Uberpriifung der Sauberkeit der Ausriistung unmittelbar vor Benutzung

o Einhaltung der maximalen Standzeit
Reinigung bei kontinuierlicher oder Kampagnenproduktion
Begrindete Wahl der Reinigungsprozeduren und Akzeptanzkriterien fir Rickstande
Reinigung, Sanitisierung und Lagerung unter Vermeidung von Kontamination
Aufzeichnungen Uber die Benutzung, Reinigung, Sanitisierung oder Sterilisation
Erkennbarer Reinigungsstatus
Abfallentsorgung unter Vermeidung von Kontamination

O O O O O O
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Inspektionsinhalte: Reinigungsvalidierung:

Siehe Aide mémoire ,Inspektion von Qualifizierung und Validierung in pharmazeutischer
Herstellung und Qualitatskontrolle® unter besonderer Bericksichtigung nachfolgender Ge-
sichtspunkte.

Allgemeine Betrachtungen:

e Akzeptanzkriterien fir Produktriickstande, Reinigungsmittel-Rickstande und mikro-
biologische Verunreinigungen auf produktbertihrenden Oberflachen

o Wiederspiegelung der aktuellen Produktionsverhaltnisse
Risikobetrachtung
ggaf. Bericksichtigung von mikrobiologischen und Endotoxinverunreinigungen (z.B.
bei nicht-sterilen Wirkstoffen zur Herstellung von Parenteralia).

¢ Festlegung von Reinigungs-/Desinfektionsmethoden, -intervallen und Standzeiten

Validierung durch 3 erfolgreiche, aufeinanderfolgende Anwendungen der Reinigungs-
prozedur
e Validierung der Standzeiten gereinigter/sanitisierter Ausriistung
e Periodische Uberpriifung der Validitat:
o Keine signifikanten Anderungen: Review
o Signifikante Anderungen: Revalidierung

Substanzauswahl:

Auswahl einer reprasentativen Gruppe von Produkten, ggf. Stellvertretersubstanz
o Worst-case-Betrachtung

¢ In Ausnahmefallen (bei toxischen/gesundheitsschadlichen Substanzen) Simulation
mit Substanz ahnlicher physikochemischer Eigenschaften

Probenahme:
¢ Rinsing, swabbing oder geeignete alternative Methoden

Akzeptanzkriterien und analytische Methoden:

e In der Regel analytische Tests, visuelles Begutachten nur bei kristallinen Substanzen
Kein ,Test until clean®

¢ Verwendung gentigend empfindlicher Analysenmethoden (Detektionslimit < Riick-
standslimit)

e Ermittlung der Wiederfindungsrate

4 Dokumentation

Siehe Aide mémoire ,Uberwachung von Arzneimittelherstellern®

5 Produktion

5.1 Zellbanke
Vorbemerkung:

Zur Produktion von rekombinanten Proteinen werden hauptsachlich Kulturen von Sau-
gerzellen, Hefen, Bakterien oder Insektenzellen verwendet. Zur Produktion von monoklo-
nalen Antikérpern werden Saugerzellen verwendet.
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Ausgangsmaterial sind Zellbanke, hier werden Master-Zellbank (MCB) und Arbeitszell-
bank (WCB) unterschieden. Die MCB stammt von einer einzigen Bakterien- oder Hefeko-
lonie oder einer einzelnen Saugerzelle ab. Die WCBs werden aus der MCB abgeleitet.
Die Zellbanke werden cryokonserviert und in den meisten Fallen in flissigem Stickstoff
(Gasphase) gelagert.

Ph.Eur. Monographie DNA-rekombinationstechnisch hergestellte Produkte (784)

Die Herstellung beruht auf einem validierten Saatqutsystem, bei dem eine Wirt-
Vektor-Kombination verwendet wird, die sich als geeignet erwiesen hat und von der
zusténdigen Behdérde genehmigt worden ist. Das Saatgutsystem beinhaltet eine Mas-
ter-Zellbank und eine Arbeitszellbank, die von dem Master-Saatgut der Wirt-Vektor-
Kombination abgeleitet wurden. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Kultivierungs-,
Extraktions- und Reinigungsschritte sowie eine Definition der Produktionscharge
muissen erstellt werden.

Die Validierung der Zellbdnke umfasst

Nachweis der Stabilitdt durch Messung der Lebendrate und der Retention des
Expressionskonstruktes

Nachweis der Identitét der Zellen durch phdnotypische Eigenschaften

falls angebracht, den Nachweis dartiber, dass die Zellbdnke frei von potentiell
onkogenen oder infektibsen, zusétzlichen Erregern (Viren, Bakterien, Pilze oder
Mycoplasmen) sind.

Besondere Aufmerksamkeit muss auf Viren gerichtet werden, die (blicherweise
die Spezies, von der die Zelllinie abgeleitet worden ist, kontaminieren. Bestimmte
Zelllinien enthalten endogene Viren, beispielsweise Retroviren, die nicht ohne
weiteres beseitigt werden kénnen. Die Expression dieser Organismen soll, unter
verschiedensten Bedingungen, die bekanntermal3en ihre Induktion auslésen, un-
tersucht werden.

fir Séugetierzellen die Erarbeitung von Einzelheiten liber das tumorerzeugende
Potential der Zellbank.

Kontrolle der Zellen:

Herkunft, Form, Lagerung, Verwendung und die Stabilitdt bei der vorgesehenen Art
der Verwendung missen fiir alle Zellbédnke unter den Bedingungen der Lagerung und
der Wiedergewinnung vollstdndig dokumentiert werden. Neue Zellbdnke miissen
vollsténdig validiert werden.
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Ph.Eur. Monographie Fermentationsprodukte (1468)
Die Master-Zellbank ist eine homogene Suspension oder ein homogenes Lyophilisat
der origindren Zellen verteilt auf einzelne Lagerbehéltnisse. Die Viabilitdt und Produk-
tivitat der Zellen unter ausgewahlten Lagerbedingungen und ihre Eignung fiir die Initi-
ierung eines zufriedenstellenden Produktionsprozesses nach Lagerung miissen ge-
zeigt werden.

Die Propagierung der MCB kann mittels Saatgutsystem stattfinden, das eine WCB
verwendet.

Die Arbeitszellbank ist eine homogene Suspension oder ein homogenes Lyophilisat
von Zellmaterial, das von der MCB stammt und auf Lagerbehéltnisse gleichen Volu-
mens verteilt ist (z.B. in fllissigem Stickstoff).

Die Produktion kann chargenweise oder kontinuierlich stattfinden und wird unter fest-
gelegten Bedingungen beendet.

Alle Behéltnisse einer Zellbank werden unter gleichen Bedingungen gelagert. Einzel-
ne Ampullen oder Vials , die aus dem Lagerbereich entnommen werden, diirfen nicht
in die Zellbank zuriickgefiihrt werden.

Die Zellbank kann zur Herstellung auf endlichem Passageniveau oder zur kontinuier-
lichen Herstellung eingesetzt werden.

Wird die Master-Zellbank ersetzt, miissen die kritischen Schritte des Herstellungsver-
fahrens erneut validiert werden, um zu zeigen, dass die Qualitdt und Sicherheit des
Produkts nicht beeintréchtigt werden. Besonders zu beachten sind Anderungen im
Verunreinigungsprofil, wenn im Verfahren ein modifizierter oder neuer Mikroorganis-
mus flir die Herstellung verwendet wird.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 30
Die Saatkulturen und Zellbdnke sollten in einer entsprechend kontrollierten Umge-
bung etabliert werden, damit sie selbst und ggf. das Personal geschiitzt werden.
Gleichzeitig mit der Etablierung einer Zellbank darf im selben Bereich oder durch die
selbe Person mit keinem andern lebenden oder infektiésen Material (z.B. Viren, Zell-
linien, Zellstdmme) umgegangen werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 31

Die Lagertemperatur sollte bei Gefriergerédten laufend aufgezeichnet und der Fiill-
stand bei Flissigstickstoff ordnungsgemél3 kontrolliert werden. Jede Abweichung
vom festgesetzten Grenzwert und jede vorgenommene Korrektur sollten dokumentiert
werden.

Eine ausreichende Anzahl von Ampullen muss insbesondere von der MCB vorhan-
den sein, um eine langfristige Produktion zu gewéhrleisten. Aus Sicherheitsgriinden
erfolgt die Lagerung der Ampullen in der Regel an verschiedenen Orten. Der Zugang
und die Entnahme der Ampullen miissen geregelt sein.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 32
Jeder Umgang mit dem Material sollte ausschlielich dem dazu befugten Personal
unter der Kontrolle einer verantwortlichen Person gestattet sein. Der Zugang zu gela-
gertem Material sollte kontrolliert werden. Unterschiedliche Saatkulturen oder Zell-
bénke sollten so gelagert werden, dass Verwechslungen oder Kreuzkontaminationen
vermieden werden.
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Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 33
Séamtliche Behéltnisse der priméren und sekundéren Zellbdnke und Saatkulturen soll-
ten den gleichen Lagerungsbedingungen ausgesetzt sein. Sie sollten nach der Ent-
nahme aus dem Lager nicht wieder dorthin zuriickgegeben werden. Entnahme und
Verbleib miissen dokumentiert sein. Die Mdglichkeit zur Rickverfolgung vom Fertig-
arzneimittel zur individuellen Ampulle der Zellbank muss gewéhrleistet sein.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.20
Der Zugriff auf Zellbanken sollte auf befugtes Personal begrenzt werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.21
Zellbanken sollten unter Lagerungsbedingungen gehalten werden, die die Lebensfa-
higkeit der Zellen erhalten und eine Kontamination verhindern.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.22
Es sollten Aufzeichnungen (ber die Verwendung der Vials aus Zellbanken und ihre
Lagerbedingungen gefiihrt werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.23
Wo erforderlich, sollten Zellbanken periodisch iiberwacht werden, um ihre Anwen-
dungseignung zu Uberpriifen.

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95) Ziff. 2.1.2
Der Ursprung und die Herkunft (Laboratorium oder Zellsammlung) der Zellen miissen
belegt werden.

Ursprung, Geschichte und Produktion der Zellbdnke miissen dokumentiert sein, ein-
schlieBlich Methoden, Reagenzien, Anzahl der Passagen und Lagerungsbedingun-
gen.

Die Herstellung der MCB und WCB sollte unter Reinraumbedingungen erfolgen.
Gleichzeitiges Arbeiten mit _anderen Zellen sollte ausgeschlossen sein. Eine aus-
reichende Trennung rdumlich und zeitlich muss gewéhrleistet sein.

Eine neue MCB muss vollstédndig charakterisiert werden und ist zulassungspflichtig.

Bei humanen Zelllinien sollen folgende Charakteristika des urspriinglichen Donors
beschrieben werden:

Ursprungsorgan oder —gewebe
Donor-Testung
Geschlecht, Alter, Gesundheitszustand

Bei Bakterien und Hefen sollten Spezies, Stamm, geno- und phénotypische Charak-
teristika beschrieben werden, ebenso, falls vorhanden, mégliche Pathogenitét, To-
xinproduktion oder anderes biologisches Gefdhrdungspotential.

Fiir alle Herstellungsschritte, bei denen die Méglichkeit besteht, dass die Zellen infek-
tibsen Agenzien ausgesetzt sind, muss eine Risikobewertung vorgelegt werden. Fiir
alle Bestandteile des Mediums, die humanen oder tierischen Ursprungs sind, wie Se-
ra, Enzyme, Hydrolysate, Wachstumsfaktoren oder andere lebende Zellen, miissen
Herkunft, Herstellungsmethode, Kontrollmethoden, Testergebnisse und Qualitétssi-
cherung belegt werden.
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ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95) Ziff. 2.2.2
Der Hersteller soll das Zellbanksystem , die Gré3e der Zellbank, die Behéltnisse und
das Verschlusssystem, die Herstellungsmethode der Zellbank einschliel3lich der Kry-
okonservierungsmittel und Medien sowie die Kryokonservierung und Lagerung be-
Schreiben.

Der Hersteller soll die Verfahren zur Vermeidung von Kontamination und Kreuzkon-
tamination durch andere Zellen im Labor beschreiben einschlie3lich des Dokumenta-
tions- und Kennzeichnungssystems.

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95) Ziff. 2.3
Die Charakterisierung der Zellbdnke ist eine kritische Komponente in der Qualitéts-
kontrolle biotechnologischer Produkte. Die Charakterisierung der MCB schliel3t die
Priifungen auf Identitédt, Reinheit, Eignung und Stabilitédt ein. Der Umfang der Priifun-
gen héngt von Art und Herkunft der Zelllinien ab.

Die WCB ist ebenfalls auf Identitat und Reinheit zu priifen.

Identitatspriifungen:

Die Zellbanken sind phénotypisch und genotypisch zu charakterisieren. Identitdtstests
sind generell bei der MCB, in eingeschrénktem Umfang bei der WCB durchzufiihren.

Menschliche und tierische Zellen kbnnen durch morphologische Analyse oder durch
den Einsatz von spezifischen Markern charakterisiert werden.

Bei mikrobiellen Zellen erfolgt eine Analyse des Wachstums auf ausgewéhlten Me-
dien. Fir E. coli sollte eine biologische Charakterisierung wie z.B. Phagen-
Typisierung vorgenommen werden. Flir Plasmidbanken kann nach CPMP/ICH/139/95
vorgegangen werden.

Reinheitspriifungen:

Reinheitspriifungen sind fiir MCB und WCB durchzufiihren.

Menschliche und tierische Zellen sollten folgenden Priifungen unterzogen werden:
Mikrobiologische Belastung (Ph.Eur.), Mycoplasma (Ph.Eur.), Viren (ICH Q5A), ande-
re Zelllinien (Kreuzkontamination).

Die Tests fiir mikrobielle Zellen sollten sich nach der wissenschaftlichen Literatur rich-
ten und die Herkuntft, die Herstellung, das Kulturmedium und Kreuzkontamination be-
riicksichtigen.

Stabilitdt wéhrend der Kultivierung:

Verwendung von Zellen, die minimale Subkultivierungen hinter sich haben und gerin-
ges Alter aufweisen.

Stabilitdt des Zellsubstrats:

Fir Zelllinien mit rDNA sollte die codierende Sequenz festgestellt werden. Flir nicht
rekombinante Zelllinien sollte die proteincodierende Sequenz verifiziert werden.

Andernfalls kénnen auch andere Methoden wie morphologische Charakterisierung,
Priifung der Wachstumseigenschaften, biochemische oder immunologische Markie-
rung, Kontrolle der Produktivitdt herangezogen werden.

Auch ein Vergleich der Zellcharakteristik am Anfang und Ende der Zellhaltbarkeit gibt
Aufschluss lber die Stabilitét des Zellsubstrats.

Entwurf zur Kommentierung
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Ferner ist zu zeigen, dass das Zellsubstrat wéhrend der Kryokonservierung und nach
dem Auftauen stabil ist.

Priifungen auf Tumorigenitét:

Die Notwendigkeit solcher Priifungen ist abhéngig von der Art der Zellen, des Pro-
dukts und des Herstellungsprozesses. Produkte, die lebende Zellen enthalten oder
einer geringen Aufreinigung unterzogen werden, sollten basierend auf einer Risiko-
bewertung auf Tumorigenitat gepriift werden.

ICH Q5B (CPMP/ICH/139/95)
Die MCB wird umfassender charakterisiert als die aus ihr hervorgehende WCB. Kén-
nen in begriindeten Féllen bestimmte Untersuchungen an der MCB nicht durch-
gefiihrt werden, so kann auch die WCB verwendet werden.

Folgende Untersuchungen sollten durchgefiihrt sein:

genotypische Charakterisierung

phénotypische Charakterisierung

molekulare Charakterisierung des Vektors /der eingebrachten DNA
Nachweis von viralen Kontaminationen

Tests zum Nachweis von mikrobiellen Kontaminanten und Mycoplasma

Nachweis der reproduzierbaren Produktion des gewiinschten Produkts /Stabilitat
des Wirt-Vektor-Systems.

Inspektionsinhalte:

Herstellung der Zellbanke

e Etablierung von MCB und WCB unter GMP-Bedingungen
e Herstellung der Zellbanke in ausreichend kontrollierter Umgebung
o Kein gleichzeitiger Umgang mit anderen Zelllinien im Herstellungsraum

Lagerung und Handhabung der Zellbanke

Lagerung an verschiedenen Lagerorten

Kontrollierte und gleichartige Lagerungsbedingungen an allen Lagerungsorten:

normalerweise in Stickstofftanks bei — 158 ° C in der Gasphase

Fullstandsanzeige und Alarmsystem zur Vermeidung von Kuhlmittelverlust und Tem-

peraturanstieg

e Verschiedene Lagertanks fur gesperrte, in Quarantane befindliche und freigegebene
Zellbanke

e Beschrankung der Zugangsberechtigung auf befugte und benannte Personen
Nachvollziehbare Dokumentation der Einlagerung, Umlagerung, Bilanzierung der
Entnahme und des Verbleibs, ausfiihrliche Inventarisierung

e Einfrier- und Auftaubedingungen, Qualitat der Einfrierbehaltnisse und sichere Kenn-

zeichnung

Qualitat der Zellbanke

Herkunft und Charakterisierung der Zellbanke
Ursprung und Charakterisierung der eingebrachten Nukleinsauren

e Prufung der Rohdaten zu den Zellbanken entsprechend den Zulassungsunterlagen
(sofern vorhanden)
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e Stabile und reproduzierbare Produktion des gewtlinschten Proteins
Abwesenheit mikrobieller Kontaminationen wie Bakterien, Pilze, Mycoplasma
Virussicherheit, Nachweis der Abwesenheit von Viren, Eignung der eingesetzten
Ausgangsstoffe

o Dokumentation der nicht den Spezifikationen entsprechenden Zellbanke, Untersu-
chung der Abweichung und Ursachenabklarung

e Periodische Uberpriifung der Zellbanke
Ruckstellmuster

e Anderungskontrolle

o neue MCB

o Ausgangsstoffe

o Herstellung der WCB

o Lagerungsbedingungen von MCB und/oder WCB

5.2 Ausgangsstoffe, Medien und Wasser

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 20
Wegen der Unterschiedlichkeit biologischer Produkte oder Prozesse missen einige
Hilfs- oder Wirkstoffe wédhrend des Produktionsprozesses zugemessen oder einge-
wogen werden (z.B. Puffer). In diesen Féllen kénnen kleine Vorréte dieser Stoffe im
Produktionsbereich aufbewahrt werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff.25
Quelle, Ursprung und Eignung der Ausgangsstoffe sollten klar definiert werden. Bei
zeitaufwendigen Priifungen kann es zuldssig sein mit der Verarbeitung der Aus-
gangsstoffe zu beginnen, bevor die Priifergebnisse vorliegen. In solchen Féllen ist die
Freigabe eines Fertigprodukts davon abhéngig ob die Ergebnisse dieser Priifung zu-
friedenstellend ausfallen.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 26
Wenn Ausgangsstoffe sterilisiert werden miissen, sollte die Sterilisation nach Mdg-
lichkeit durch Hitze erfolgen. Soweit erforderlich, kbnnen zur Inaktivierung der biologi-
schen Materialien auch andere geeignete Verfahren verwendet werden. Bei den
meisten biologischen Ausgangsmaterialien ist eine Hitzesterilisierung nicht méglich.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 34
Die wachstumsférdernden Eigenschaften der Kulturmedien sollen belegt sein.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.35
Néhrmedien sollten gegebenenfalls vor ihrem Einsatz sterilisiert werden, um die Qua-
litdt des Wirkstoffs zu schlitzen.

Ph.Eur. Monographie Fermentationsprodukte (1468)
Die Ausgangsmaterialien, die fiir die Fermentation und/oder die Aufarbeitung ver-
wendet werden, miissen von geeigneter Qualitdt sein. Sie miissen gepriift werden,
um sicherzustellen, dass sie den schriftlich festgehaltenen Spezifikationen entspre-
chen.

Mikroorganismen in Ndhrmedien... diirfen nur in so kleiner Anzahl vorhanden sein,
dass eine dadurch bedingte Kontamination die Qualitdt, Reinheit und Sicherheit des
Produkts nicht beeintréchtigt. Nahrstoffe, Vorldufersubstanzen und Substrate miissen
wéhrend der Fermentation unter aseptischen Bedingungen zugegeben werden.
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Ph.Eur. 5.2.3 Zellkulturen fiir die Herstellung von Impfstoffen flir Menschen
Medien und Substanzen tierischen oder menschlichen Ursprungs:

Die Zusammensetzung der fiir die Isolierung und alle nachfolgenden Kulturen ver-
wendeten Medien wird sorgféltig protokolliert. Substanzen tierischen oder menschli-
chen Ursprungs milissen frei von fremden Agenzien sein.

Falls Albumin vom Menschen verwendet wird, muss dieses der Monographie Albu-
minlésung vom Menschen entsprechen.

Das fiir die Praparation und Herstellung von Zellkulturen verwendete Rinderserum
wird mit geeigneten Methoden gepriift und muss nachweislich steril und frei von My-
coplasmen und Rinderviren sein, insbesondere frei von Rinder-Diarrh6-Virus.

Fiir die Préparation von Zellkulturen verwendetes Trypsin wird mit geeigneten Metho-
den gepriift und muss nachweislich steril und frei von Mycoplasmen und Viren ein,
insbesondere frei von Pestviren und Parvoviren.

Ph.Eur. Monographie: Impfstoffe fiir Menschen (153)
Allgemeine Anforderungen:

Wéhrend der Herstellung kénnen geeignete Hilfsstoffe einschlie8lich Adjuvantien zu-
gesetzt werden, jedoch darf Penicillin in keinem Stadium der Herstellung verwendet
oder dem Impfstoff zugesetzt werden. Ohne ausdriickliche Vorschrift in der Monogra-
phie (bzw. in den Zulassungsunterlagen) darf Streptomycin bei der Herstellung von
Impfstoffen nicht verwendet werden; wenn sein Zusatz zu Zellkulturen bei der Her-
stellung von Virusimpfstoffen erlaubt ist, darf Streptomycin nicht nachweisbar sein,
wenn die Kulturen mit dem Virus beimpft werden.

Substrat flir die Vermehrung:

Substrate fiir die Vermehrung effiillen die entsprechenden Anforderungen des Arz-
neibuchs (wie 5.5.2., 5.2.3.) oder, falls es keine gibt, die Anforderungen der zusténdi-
gen Behérde.

Bei der Zubereitung von Zellsuspensionen sowie von Zellkulturmedien missen Se-
rum und Trypsin nachweislich frei von fremden Agenzien sein.

Kulturmedien:

Kulturmedien sind soweit wie méglich frei von Bestandteilen, die bekanntermal3en to-
xische, allergische oder andere unerwiinschte Reaktionen beim Menschen verursa-
chen. Falls die Verwendung solcher Bestandteile erforderlich ist, muss nachgewiesen
werden, dass die in der Fertigzubereitung verbleibende Menge so weit reduziert ist,
dass das Produkt unschédlich ist. Zugelassenes Serum von Tieren (Serum vom
Menschen darf nicht verwendet werden) kann in den Zellkulturmedien verwendet
werden. Das Néhrmedium fiir die Erhaltung des Zellwachstums wéhrend der Virus-
vermehrung darf jedoch kein Serum enthalten, falls nichts anderes vorgeschrieben
ist. Dem Ndhrmedium fiir die Zellkultur kbnnen ein pH-Indikator wie Phenolrot sowie
zugelassene Antibiotika in der eben noch wirksamen Konzentration zugesetzt wer-
den. Wann immer méglich ist ein antibiotikumfreies Produktionsmedium vorzuziehen.
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ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff.2.3.3
Ausgangsmaterialien sollen spezifiziert sein und akzeptable Anforderungen erfiillen.
Biologische Ausgangsstoffe miissen sorgféltig charakterisiert sein und auf mégliche
Verunreinigungen gepriift werden.

Hilfsstoffe sollten, wenn méglich, die Arzneibuchanforderungen effiillen. Fiir Substan-
zen, die nicht im Arzneibuch monographiert sind, sind akzeptable Akzeptanzkriterien
aufzustellen.

CPMP/BWP/3354/99 Ziff. 4.2 und 4.3

Séamtliche biologische Materialien, die in der Produktion von Immunglobulinen/ Im-
munsera verwendet werden, sollen einem Monitoring auf mikrobielle Kontaminanten
wie Mycoplasma, Pilze und Bakterien unterworfen werden. Spezielles Augenmerk soll
viralen Kontaminanten geschenkt und Tests auf relevante Viren sollen durchgefiihrt
werden. Bovine Sera, die z.B. in Kulturmedien verwendet werden sollen gepriift und
frei sein von potentiellen viralen Kontaminanten (zumindest virale Diarrhoea, infektio-
se bovine Rhino-Tracheitis und Para-influenza 3 Virus). Vorzugsweise soll inaktivier-
tes bovines Serum verwendet werden.

. Die Spender menschlichen Absorptionsmaterials sollen die Anforderungen an
Spender von Blut und Plasma geméal3 Ph.Eur. Monographie ,Menschliches Plasma
zur Fraktionierung” erfiillen. ... Vorzugsweise sollen diese Materialien einer Virus-
Inaktivierung unterworfen werden.

Obwohl das Zufiigen antimikrobieller Agenzien geméan Ph.Eur. Monographie ,Immun-
sera“ erlaubt ist, sollen sie nicht in der Herstellung eingesetzt werden, aul3er ihre
Verwendung ist durch Qualitéts- und Sicherheitsbetrachtungen gerechtfertigt. Sie dlir-
fen keinesfalls als Ersatz fiir GMP-Aspekte eingesetzt werden. Dies sollte insbeson-
dere bei Produkten beriicksichtigt werden, die intravenés und in hohen Dosen appli-
Ziert werden.

CPMP/BWP/1793/02 Ziff. 2
Der héufigste Typ von Serum, der in der Produktion biotechnologischer Produkte
verwendet wird, ist fétales bovines Kélberserum. Serum anderer Herkunft (z.B. Pferd)
kann ggf. auch verwendet werden. Die Anforderungen an FBS treffen auch hier zu.

CPMP/BWP/1793/02 Ziff. 3
Der Serumlieferant muss den Prozess zur Gewinnung des Ausgangsmaterials, zur
Formulierung sowie zur Mischung von intermedidren Pools/Bulks und zur Herstellung
der Serumcharge dokumentieren. Ubereinstimmung mit der Guideline EMEA/410/01
muss gezeigt werden. Wenn ein ,TSE Certificate of Suitability“ des EDQM vorliegt,
brauchen dem Antrag auf Zulassung keine weiteren Daten in Bezug auf die TSE-
Sicherheit hinzugefiigt werden.

CPMP/BWP/1793/02 Ziff. 4

Der Serumlieferant muss in seinem Serum-Zertifikat die Katalog-Nummer, die Char-
gennummer, das Land der Herkunft des Tiers, das Chargenvolumen, das Datum der
Herstellung und die Haltbarkeit angeben. Der Serumlieferant soll zeigen und zertifzie-
ren, dass das Serum ausschlief3lich boviner Herkunft ist. Die enthaltenen Serumpro-
teine und die physiko-chemischen Eigenschaften des Serums sollten zusammen mit
den Wachstumseigenschaften angegeben werden. In der Endcharge des Serums sol-
len keine Bakterien, Pilze, Mycoplasma oder Viren detektiert werden.

CPMP/BWP/1793/02 Ziff.7
Es wird dringend empfohlen, das Serum, ergédnzend zur direkten Testung auf Viren,
durch eine validierte Methode zu inaktivieren. Die Verwendung nicht inaktivierten Se-
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rums soll begriindet werden. Gammabestrahlung ist die géngigste Methode zur Inak-
tivierung von Serum, um ein sicheres und biologisch aktives Produkt zu erhalten. Je-
doch sind andere validierte Methoden akzeptabel.

CPMP/BWP/1793/02 Ziff.8 )
Ein neuer Serumlieferant oder eine Anderung des Inaktivierungsprozesses bedingen
eine Anderungsanzeige.

EMEA/410/01 Rev. 2 Ziff. 2
Gegenstand dieser Leitlinien sind von TSE-relevanten Tierarten stammende Materia-
lien, die verwendet werden flir die Herstellung von

Wirkstoffen
Préparaten und Adjuvantien

Rohmaterialien, Ausgangsmaterialien und Reagenzien fiir die Arzneimittel-
produktion

Materialien, die bei der Herstellung des Arzneimittels mit den benutzten Aus-
ristungsgegenstédnden bzw. dem Arzneimittel selbst in direkten Kontakt kom-
men und daher eine Kontamination verursachen kénnten....

Die entsprechenden Informationen sind in den Antragsunterlagen fiir die Marktzulas-
sung anzugeben. Wéhrend der Routinekontrolle wird Gberpriift, ob sie mit der Guten
Herstellungspraxis libereinstimmen.

EMEA/410/01 rev. 2 Ziff. 3.1 )
Die Minimierung der Risiken einer TSE-Ubertragung basiert auf folgenden sich er-
gédnzenden Parametern:

Der geografischen Herkunft der Tiere

Der Art des zur Herstellung verwendeten Tiergewebes und der Verfahren die
zur Verhinderung einer Kreuzkontamination mit Material einer hbheren Risiko-
gruppe angewandt werden

Dem/den Herstellungsverfahren einschlielich des vorhandenen Qualitétssi-
cherungssystems zur Sicherstellung der Konsistenz und der Rickverfolgbar-
keit des Produkts.

EMEA/410/01 rev. 2 Ziff. 6
Bei den nachstehend genannten, von TSE-relevanten Tierarten gewonnenen
Materialien wird davon ausgegangen, dass sie diesen Leitlinien entsprechen, sofern
sie zumindest die im Folgenden aufgefiihrten Bedingungen erfiillen. Der Inhaber der
Marktzulassung/Antragsteller liefert die diesbeziiglichen Informationen bzw. legt ein
vom EDQM ausgestelltes Eignungszertifikat vor.

Kollagen

Gelatine

Bovine Blutderivate
Talgderivate

Milch und Milchderivate
Wollderivate

Aminoséuren
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CPMP/QWP/158/01; EMEA/CVMP/115/01 Revision, Mai 2002, Ziff. 5.1
Wasser fiir die Endformulierung von sterilen Arzneimitteln

o Parenteralia. Wasser fiir Injektionszwecke

Wasser fiir die Endformulierung von nichtsterilen Arzneimitteln

o Mindestens gereinigtes Wasser

CPMP/QWP/158/01; EMEA/CVMP/115/01 Revision, Mai 2002, Ziff. 5.2
Wasser flir die Herstellung von Wirkstoffen und Arzneimitteln auler Wasser fiir die
Endformulierung des Arzneimittels

Der akzeptable Reinheitsgrad des Wassers héngt stark ab von de Herstellungsstufe,
auf der es eingesetzt wird, von anschlieBenden Prozessschritten und der Art des
Endprodukts.

Wasser fiir die Herstellung de Wirkstoffs, sofern dieses Wasser Bestandteil der End-
formulierungq ist

Generell sollte fiir die Herstellung von diesen Wirkstoffen bis hin um letzten Isola-
tions- und Aufreinigungsschritt mindestens Trinkwasserqualitdt verwendet wer-
den, sofern es keine Anforderungen an Sterilitat oder Apyrogenitét des Wirkstoffs
oder des Arzneimittels, in dem es verwendet wird, gibt.

Medien fiir die Fermentation:

Mindestens Trinkwasser (gereinigtes Wasser sollte Verwendet werden, wo tech-
nische Anforderungen fiir hbhere chemische Reinheit bestehen)

Letzter Extraktionsschritt und Aufreiniqung:

Keine Anforderungen an Sterilitdt oder Apyrogenitét des Wirkstoffs oder des Arz-
neimittels, in dem er verwendet wird: mindestens Trinkwasser

Wirkstoff ist nicht steril, ist aber fiir ein steriles parenterales Arzneimittel vorgese-
hen: mindestens Trinkwasser

Wirkstoff ist nicht steril, ist aber fiir ein steriles, parenterales Arzneimittel vorgese-
hen: mindestens gereinigtes Wasser mit Endotoxingehalt von héchstens 0,25
EU/mI und Kontrolle spezieller Mikroorganismen

Wirkstoff ist steril und pyrogenfrei: Wasser fiir Injektionszwecke

Wasser als Produktionshilfsstoff in der Arzneimittelherstellung, sofern dieses Wasser
nicht Bestandteil der Endformulierung ist

Verwendung fiir die Formulierung vor nichtsteriler Lyophilisation: mindestens ge-
reinigtes Wasser

Verwendung fiir die Formulierung vor steriler Lyophilisation: Wasser fiir Injekti-
onszwecke

CPMP/QWP/158/01; EMEA/CVMP/115/01 Revision, Mai 2002, Ziff. 5.3
Wasser fiir die Reiniqung von Ausriistung, Behéltnissen und Verschliissen:

Wirkstoffherstellung:
Erstreinigung: mindestens Trinkwasser

Letzter Spllgang: Wasserqualitdt mindestens wie fiir die Wirkstoffherstellung
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Nichtsterile Arzneimittel:
Erstreinigung: mindestens Trinkwasser

Letzter Spllgang: mindestens gereinigtes Wasser oder Wasserqualitét wir fiir
Arzneimittelherstellung, falls hier hbhere Qualitét eingesetzt wird

Sterile nicht-parenterale Arzneimittel:
Erstreinigung: mindestens gereinigtes Wasser

Letzter Splilgang: mindestens gereinigtes Wasser oder Wasserqualitdt wie fiir
Arzneimittelherstellung, falls hier hbhere Qualitét eingesetzt wird

Sterile parenterale Arzneimittel:
Erstreinigung: gereinigtes Wasser (einschlie3lich CIP)

Letzter Splilgang: Wasser flir Injektionszwecke (ggf. hochgereinigtes Wasser ein-
setzbar)

Inspektionsinhalte:

Quelle, Ursprung und Eignung der Ausgangsstoffe
Adaquate Spezifikationen und Prifmethoden fir Ausgangsstoffe
Hilfsstoffe mit Arzneibuchqualitat oder ggf. anderer adaquater Spezifikation
Vermeidung von mikrobieller Kontamination
o Bakterien
o Pilze
o Mycoplasma
Vermeidung von Virenkontamination
o Testung
o Hitzebehandlung oder Nanofiltration von Komponenten
o Gammabestrahlung des Serums
Zusammensetzung und Qualitatskontrolle der Medien
Wachstumsférdernde Eigenschaften von Nahrmedien
Sterilisation/Filtration von Nahrmedien (Bakterienabreicherung, Integritatstest, Ro-
bustheit)
Standzeit filtrierter Medien
TSE-Sicherheit
o Zutreffend fur alle Materialien tierischer Herkunft (Wirkstoffe, Hilfsstoffe, Pro-
duktionshilfsstoffe und Substanzen, die mit der Herstellungsausristung oder
dem Arzneimittel in Berlhrung kommen)
o Beispiele: Sera, Peptone, Proteine, Aminosauren, Lipide, Kulturmedien,
Testmedien, Reinigungsmittel, Schmiermittel, Weichmacher
o Kein weiterer Nachweis fir MCBs und WCBs zugelassener Arzneimittel erfor-
derlich, aufer wenn Nachweismaterial zu Zellbanken unvollstéandig ist
o Nachweis flir MCBs bei Zulassungsantrag nach dem 01.07.2000 (bzw.
01.10.2000 fur Tierarzneimittel)
o Nachweis fur Materialien neu etablierter WCBs
o Nachweis flr Materialien, die in der Fermentation bzw. Routineproduktion ein-
gesetzt werden
o Risikobewertung (Art und Herkunft des Gewebes, Art der Gewebesammlung,
Gefahr der Kreuzkontamination, Menge des verwendeten Materials, Herstel-
lungs- und Inaktivierungsverfahren)
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o Lieferantenqualifizierung (QS-System, Herstellungsprozess, involvierte Be-
triebsstatten, Vermeidung von Kreuzkontamination, Reinigungsverfahren, Va-
lidierung von Inaktivierungsverfahren, Rickverfolgbarkeit)

o Certificate of Suitability des EDQM

o Vergleich des EDQM-Zertifikats mit dem Analysenzertifikat

e Kontrollierte Lagerung und Handhabung der Ausgangsstoffe (ggf. unter aseptischen
Bedingungen)

e Inspektion von Wasseraufbereitungsanlagen siehe Aide mémoire Uberwachung von
Sterilherstellern

5.3 Zellkultur und Fermentation

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 11
Die gleichzeitige Produktion mehrerer Produkte in ein und demselben Bereich unter
Verwendung geschlossener Systeme von Biofermentern kann fiir Produkte wie mo-
noklonale Antikérper und mittels der rDNA-Techniken gewonnene Produkte zuldssig
sein.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 16
Die beim Arbeiten mit lebenden Mikroorganismen eingesetzte Ausristung sollfe so
ausgelegt sein, dass die Kulturen wéhrend der Verarbeitung rein bleiben und durch
fremde Quellen nicht kontaminiert werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 17
Rohrleitungen, Armaturen und Beliiftungsfilter sollten so konstruiert sein, dass sie
leicht gereinigt und sterilisiert werden kbnnen. Dabei sollten bevorzugt In-situ-Reini-
gungs- und In-situ-Sterilisationssysteme verwendet werden. Die Armaturen an den
Fermentern sollten vollstdndig dampfsterilisierbar sein. Die Belliftungsfilter sollten
hydrophob und fiir die jeweils vorgesehene Lebensdauer validiert sein.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 18
Der primére Containmentbereich sollte so ausgelegt und gepriift sein, dass keine Ge-
fahr einer Freisetzung besteht.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 19
Ableitungen, die pathogene Mikroorganismen enthalten, sollten wirksam dekontami-
niert werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 35
Die Zugabe von Materialien oder Kulturen in die Fermenter und andere Gefdl3e und
die Probenahme sollen unter sorgféltig kontrollierten Bedingungen vorgenommen
werden, um diese frei von Verunreinigungen zu halten. Dabei ist Sorge zu tragen,
dass die Gefal3e vor der Zugabe oder Probenahme ordnungsgemél verbunden wer-
den.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff.36
Das Zentrifugieren und Mischen von Produkten kann zur Aerosolbildung fiihren; diese
Vorgénge sind deshalb absolut abzuschirmen, um die Ubertragung lebender Mikroor-
ganismen zu verhindern.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 37
Falls méglich, sollten die Medien in situ sterilisiert werden. Soweit méglich, sollen fiir
die routineméBige Zugabe von Gasen, Medien, Sduren oder Laugen, Antischaummit-
teln usw. in die Fermenter in-line-Sterilfilter verwendet werden.
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ICH Q7A (CPMP7ICH/4106/00) Ziff. 18.30
Wo eine aseptische Zugabe von Zellsubstraten, Medien, Puffer und Gasen notwendig
ist, sollten wenn méglich geschlossene oder abgegrenzte Systeme verwendet wer-
den. Werden die Beimpfung des anfénglichen Behélters oder anschlieSende Trans-
fers oder Zugaben (Medien, Pufferlésungen) in offenen Behéltern durchgefiihrt, soll-
ten Kontrollen und Verfahren zur Minimierung eines Kontaminationsrisikos vorhanden
sein.

ICH Q7A (CPMP7ICH/4106/00) Ziff. 18.31
Wo die Wirkstoffqualitét durch mikrobielle Kontamination beeintréchtigt werden kann,
sollten Manipulationen unter Einsatz offener Behélter in einer Biosicherheitswerkbank
oder einer &hnlich kontrollierten Umgebung vorgenommen werden.

ICH Q7A (CPMP7ICH/4106/00) Ziff. 18.33
Kritische Prozessparameter, zum Beispiel Temperatur, pH-Wert, Riihrgeschwindig-
keit, Zugabe von Gasen, Druck, sollten (iberwacht werden, um ihre Ubereinstimmung
mit dem festgelegten Prozess sicherzustellen. Zellwachstum, Lebensfahigkeit (fiir die
meisten Zellkulturprozesse) und falls erforderlich Produktivitét sollten ebenfalls (iber-
wacht werden. Kritische Parameter unterscheiden sich in der Regel von Prozess zu
Prozess.

ICH Q7A (CPMP7ICH/4106/00) Ziff. 18.34
Zellkulturausriistung sollte nach ihrer Verwendung gereinigt und sterilisiert werden.

ICH Q7A (CPMP7ICH/4106/00) Ziff. 18.36

Fiir den Nachweis von Kontamination und die Festlegung der zu ergreifenden Mal3-
nahmen sollten geeignete Verfahren vorhanden sein. Dies sollte Verfahren einschlie-
Ben, mit Hilfe derer die Auswirkungen der Kontamination auf das Produkt bestimmt
sowie die Ausristung dekontaminiert und in einen Zustand zuriickversetzt werden
kann, in dem sie fiir anschlieBende Chargen verwendbar ist. Fremdorganismen, die
wéhrend des Fermentationsprozesses festgestellt werden, sollten gegebenenfalls i-
dentifiziert und ihre Wirkung auf die Produktqualitdt wenn nétig bewertet werden. Die
Ergebnisse einer solchen Bewertung sollten bei der Verfiigung (ber das hergestellte
Material berticksichtigt werden.

ICH Q7A (CPMP7ICH/4106/00) Ziff. 18.37
Es sollten Aufzeichnungen liber Kontaminationsvorfélle gefiihrt werden.

ICH Q7A (CPMP7ICH/4106/00) Ziff. 18.38
Fiir mehrere Produkte eingesetzte Ausriistungsgegenstdnde miissen zwischen ver-
schiedenen Produktkampagnen zusétzlich gereinigt oder getestet werden, um das
Risiko einer Kreuzkontamination zu minimieren.

Ph.Eur. Monographie DNA-rekombinationstechnisch hergestellte Produkte (784)
Die Herstellung mit begrenzter Passage wird durch eine begrenzte Zahl von Verdopp-
lungen der Population gekennzeichnet, die wéhrend der Herstellung in keinem Fall
liberschritten werden darf. Die gré8te Zahl der Zellverdopplungen, wéhrend der der
Herstellungsprozess routineméfBig die beschriebenen Anforderungen erfiillt, muss
angegeben werden.

Bei der kontinuierlichen Herstellung wird die Zahl der Verdopplungen der Population
vom Beginn der Herstellung an nicht begrenzt. Kriterien fiir das Ernten sowie fiir das
Beenden des Herstellungsprozesses miissen vom Hersteller festgelegt werden. Wéh-
rend der gesamten Lebensdauer der Kultur ist eine Uberwachung notwendig. Die er-
forderliche Héufigkeit und die Art der Uberwachung héngt von der Art des Herstel-
lungsverfahrens und vom Produkt ab.
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Informationen (ber die molekulare Integritdt des exprimierten Gens und lber die
phénotypischen und genotypischen Eigenschaften der Wirtszelle nach Langzeitkulti-
vierung sind erforderlich. Die Annahmekriterien der Ernten fiir eine Weiterverarbei-
tung miissen eindeutig mit dem verwendeten Uberwachungsplan verkniipft sein. Eine
Produktionscharge fiir die Weiterverarbeitung muss eindeutig definiert sein.

Ph.Eur. Monographie Fermentationsprodukte (1468)

Zur Kontrolle der Herstellungsbedingungen kénnen Parameter wie Temperatur, pH,
Durchflussgeschwindigkeit der zur Beliiftung verwendeten Luft, Riihrgeschwindigkeit
Druck angewendet werden. Die Konzentration des angestrebten Fermentationspro-
dukts kann aufgezeichnet werden.

EG-Dok. 111/5271/94

Die maximale Zahl der Ernten sollte anhand bestimmter Parameter (Charakteristik,
Konsistenz, Ausbeute ) festgelegt werden.

Die maximal zuldssigen Passagen, basierend auf der Stabilitdt des Wirt — Vektor —
Systems sind festzulegen (bei Produktion in endlichen Passagen). Ober- und Unter-
grenzen sollten bei den Ausbeuten angegeben werden.

EG-Dok. 111/3477/92 (Rev. 1994); EG-Dok. 111/5271/94; WHO TRS No. 823, 1992

Normalerweise sollten keine anderen Zelllinien im selben Raum kultiviert werden. An-
dernfalls muss belegt werden, dass Kreuzkontamination ausgeschlossen wird.
Fermentation und Kultur sind detailliert zu beschreiben. Fiir jeden Produktionsgang
muss _das Vorhandensein, ggf. Ausmall und Art der mikrobiellen Kontamination U-
berpriift werden. Hierzu sind addquat empfindliche Methoden zu verwenden, Akzep-
tanzkriterien festzulegen und kontaminierte Produktionsansétze/Chargen sind zu-
riickzuweisen.

Produktion in endlichen Passagen:

Die maximal zuldssigen Passagen sind festzulegen basierend auf der Stabilitét des
Wirt-Vektor-Systems. Die Konsistenz der Fermentation und die Konstanz der
Ausbeute sollte gezeigt werden. Kriterien fiir die Zuriickweisung von Ernten sind zu
erstellen. Ein geeignetes Monitoring des Wirt-Vektor-Systems am Ende des Produkti-
onszyklus sollte durchgefiihrt werden.

Kontinuierliche Produktion:

In diesem Fall ist ein Monitoring der Produktion erforderlich, wobei dessen Art und
Umfang von verschiedenen Faktoren abhéngt. Information sollte vorhanden sein (iber
die Integritdt des exprimierten Gens und die phédnotypischen und genotypischen Cha-
rakteristiken der Wirtszelle nach Langzeitkultivierung. Der Zeitraum kontinuierlicher
Kultivierung sollte anhand bestimmter Informationen (Stabilitét, Konsistenz) spezifi-
ziert werden. Eine Chargendefinition ist zu etablieren.

Inspektionsinhalte: Vorkultur

Vorkulturbereich abgetrennt vom Fermentationsbereich

Kampagnenproduktion

Dokumentiertes Changeover

Reinigung und Desinfektion des Raums nach jeder Kultivierungskampagne
Logbucher fur Rdume und Inkubatoren

Kennzeichnung von Raumen und Ausristung

Einhaltung der Prozessparameter der Zulassungsunterlagen (sofern vorhanden)
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Durchflihrung offener Prozessschritte unter Sicherheitswerkbank
Vermeidung von Kontaminationen bei der Inokulation und Probenahme
Vollstandige Prozessdokumentation

Liste der Abweichungen

Inspektionsinhalte: Fermentation

Vermeidung von Kontaminationen

Kreuzkontamination

Kontaminationen bei Zugabe von Medien, Hilfsstoffen, Probenahme und Ernte
Methoden zur Uberpriifung der mikrobiellen Kontamination und Akzeptanzkriterien
Haufigkeit der Kontaminationen

Untersuchungen bei Kontaminationen (Inaktivierung, Identifizierung, Rickverfolgung,
Korrekturmafinahmen)

e Kiriterien zur Zurickweisung kontaminierter Chargen

Qualifizierung, Validierung und Kalibrierung von geschlossenen Systemen

Qualifizierungsdokumentation (R + | — Schemata einschl. Anderungshistorie)
Sterilisation von Fermentern, Leitungen, Probenahmesystemen (CIP)
Druckhaltetest von Bioreaktoren

Medienlaufe

Inaktivierungsschritte (nach Inokulation, Probenahme, Materialzugabe)
Haufigkeit der Verwendung von Filtern (Validierung)

Kalibrierung (Soll/Ist-Vergleich) und Kalibrierungsintervalle

Monitoring der Fermentation

Reproduzierbare Aufzeichnungen

Abgleich mit Referenzangaben

Dokumentation, Untersuchung und Bewertung von Abweichungen
Beispiele fir Parameter des Monitorings:

Temperatur

PH

Beluftung

Ruhrgeschwindigkeit

Druck

Dichte

Wachstumsrate

Anteil von Abfall-/Nebenprodukten, Konzentration essentieller Nahrsubstrate

O O O O O O OO0

Herstellung in endlichen Passagen

Festlegung der maximalen Zahl der Zellverdopplungen
Konsistenz der Fermentation

Konstanz der Ausbeute

Monitoring des Wirt/Vektor-Systems

Kontinuierliche Herstellung

Monitoring

Integritat des exprimierten Gens

Charakterisierung der Wirtszelle nach Langzeitkultivierung
Etablierung einer Chargendefinition
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Validierung von Computerprogrammen zur Kontrolle, Dokumentation und Analyse von
Fermentationsprozessen

e Siehe Aide mémoire ,Kommentar zur Erganzenden Leitlinie fir Computer-gestitzte
Systeme

Changeover Procedures

TOC- und Leitfahigkeitsmessungen
Personaltraining

Dokumentenaustausch

Wechsel von produktspezifischen Filtern
Abschlussprifung durch Supervisor

Anderungskontrolle

e Ausgangsstoffe: neuer Lieferant, andere Spezifikation, Zufligen/Ersatz/Elimination ei-
nes Ausgangstoffs, Zusammensetzung von Medien
Zellkulturbedingungen: pH-Wert, Sauerstoff, Temperatur, Zeit, Modus

e Scale up in der Zellkultur bzw. Fermentation

e Ausrustung

5.4 Ernte, Extraktion, Isolierung, Aufreinigung
Vorbemerkung:

Wahrend Ernte und Extraktion z.B. durch Filtration, Zentrifugation und ggf. Zellaufschluss
erfolgen, geschieht die Aufreinigung meistens durch eine oder mehrere saulenchroma-
tographische = Methoden wie z.B.  Affinitatschromatographie, lonen-Austausch-
chromatographie (IEC), Gelfiltration, Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) oder
Umkehrphasen-HPLC. Besondere Bedeutung hat die Validierung des Prozesses. Die Anfor-
derungen an die Virussicherheit und Virusvalidierung sind in Kapitel 5.5 beschrieben.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 12
Die Produktionsschritte nach der Ernte kbnnen gleichzeitig in demselben Produkti-
onsbereich ausgefiihrt werden, wenn geeignete Vorkehrungen zur Vermeidung einer
Kreuzkontamination getroffen werden. Flir abgetétete Impfstoffe und Toxoide sollten
solche parallelen Produktionsschritte erst nach der Inaktivierung der Kultur oder nach
der Entgiftung durchgefiihrt werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 40
Fiir chromatographische Trennungen wird eine breite Auswahl von Ausristungen
verwendet; diese Ausriistungen sollten im allgemeinen ausschlief3lich zur Reinigung
eines einzigen Produkts eingesetzt und zwischen der Behandlung verschiedener
Chargen sterilisiert oder desinfiziert werden. Die Verwendung ein und derselben Aus-
riistung in unterschiedlichen Produktionsstufen sollte vermieden werden. Flir die Sau-
len sollten die Anforderungen und die Lebensdauer festgelegt werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff 18.40
Ernteschritte, entweder zur Entfernung von Zellen oder Zellkomponenten nach dem
Abbruch (der Reaktion) sollten in Ausriistung und Bereichen, die dazu geeignet sind,
das Kontaminationsrisiko zu minimieren, durchgefiihrt werden.
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ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00 Ziff. 18.41
Ernte- und Reinigungsverfahren, die produzierende Organismen, Zellreste und Me-
dienbestandteile entfernen oder inaktivieren und dabei Abbau, Kontamination und
Qualitatsverlust minimieren, sollten geeignet sein sicherzustellen, dass das Zwi-
schenprodukt oder der Wirkstoff mit gleichbleibender Qualitdt gewonnen wird.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00 Ziff. 18.42
Alle Ausrtistungsgegenstédnde sollten nach Gebrauch ordnungsgeméal3 gereinigt und
gegebenenfalls desinfiziert werden. Es kbnnen mehrere Chargen ohne Reinigung
hintereinander gefahren werden, wenn die Qualitdt des Zwischenprodukts oder Wirk-
stoffs dadurch nicht beeintrachtigt wird.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00 Ziff. 18.43
Werden offene Systeme verwendet, soll die Reinigung unter Umgebungsbedingun-
gen, die fiir den Erhalt der Produktqualitat geeignet sind, stattfinden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00 Ziff. 18.44
Zusétzliche Kontrollen, wie z.B. die Verwendung von Chromatographie-Harzen fiir
nur ein Produkt oder zusétzliche Priifungen kénnen erforderlich sein, wenn die Aus-
ristung fir verschiedene Produkte eingesetzt werden soll.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00 Ziff. 18.52
Es sollten geeignete VorsichtsmalBnahmen getroffen werden, um eine potentielle Vi-
ruskontamination von Schritten vor der Virusbeseitigung/-inaktivierung auf solche da-
nach zu verhindern. Deshalb sollte die offene Verarbeitung in Bereichen, die von an-
deren Verarbeitungsaktivitdten getrennt sind und eigene Beliiftungseinheiten haben,
vorgenommen werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00 Ziff. 18.53
Schritte zur Virusbeseitiqung und —inaktivierung:

Fir verschiedene Reinigungsschritte wird normalerweise nicht die gleiche Ausriistung
verwendet. Soll jedoch die gleiche Ausriistung benutzt werden, sollte sie vor der Wie-
derverwendung ordnungsgemal gereinigt und desinfiziert werden. Es sollten geeig-
nete VorsichtsmalBnahmen getroffen werden, um eine potentielle Virusiibertragung
(z.B. durch die Ausriistung oder die Umgebung) aus vorherigen Schritten zu verhin-
dern.

Ph.Eur. Monographie Fermentationsprodukte (1468)
Aufarbeitung:

Am Ende der Fermentation wird der produzierende Mikroorganismus inaktiviert oder
entfernt. Die weitere Aufarbeitung erfolgt so, dass Uberreste des Kulturmediums auf
eine annehmbare Konzentration vermindert werden und somit sichergestellt ist, dass
das gewtlinschte Produkt in gleich bleibender Qualitat gewonnen wird.

Fir die angewendeten Reinigungsverfahren, wie zum Beispiel Aktivkohlebehandlung,
Ultrafiltration oder Lésungsmittelextraktion muss gezeigt werden, dass

— Uberreste von Mikroorganismen, die zur Herstellung verwendet werden
— Kulturmedien, Substrate und Vorldufersubstanzen,

— unerwiinschte Umwandlungsprodukte von Substraten und Vorldufersubstan-
zen

weitgehend oder vollsténdig entfernt werden. Falls erforderlich werden geeignete Prii-
fungen als In-Prozess-Kontrollen oder am isolierten Fermentationsprodukt durchge-
fiihrt.
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Kontrolle bei Verfahrensédnderungen:

Wenn der Produktionsprozess veréndert wird, sodass eine signifikante Anderung im
Verunreinigungsprofil des Produkts auftritt, sind die kritischen Prozessschritte zu re-
validieren.

Wenn eine signifikante Anderung des produzierenden Mikroorganismus stattgefun-
den hat, die eine Anderung des Verunreinigungsprofils verursacht, sind die kritischen
Prozessschritte, insbesondere die Verfahren der Aufreinigung und Isolierung zu reva-
lidieren.

Die Revalidierung muss zeigen, dass neue Verunreinigungen im Produkt, als Ergeb-
nis einer Anderung, durch die Priifverfahren adéquat kontrolliert werden.

Wenn erforderlich, sind zusétzliche oder alternative Tests mit geeigneten Limits ein-
zusetzen. Wenn die Anderung zu einer Erhéhung des Verunreinigungslevels fiihrt, ist
zu begriinden, dass dies akzeptabel ist.

Ph.Eur. Monographie DNA-rekombinationstechnisch hergestellte Produkte (784)
Validierung des Herstellungsprozesses — Extraktion und Reiniqung

Die Leistungsféhigkeit jedes Schritts des Extraktions- und Reinigungsverfahrens zur
Entfernung oder Inaktivierung verunreinigender Substanzen, die von der Wirtszelle
oder aus dem Kulturmedium stammen, insbesondere fremde Erreger, Viren, Proteine,
Nukleinsduren und zugesetzte Substanzen muss validiert werden.

Untersuchungen zur Validierung werden durchgefiihrt um nachzuweisen, dass der
Herstellungsprozess routineméafig die folgenden Kriterien erfiillt:

Ausschluss fremder Agenzien aus dem Produkt, Untersuchungen, die beispiels-
weise Viren mit entsprechenden physikalisch-chemischen Merkmalen einschlie-
Ben, werden durchgefiihrt. Fiir jede wichtige Reinigungsstufe wird das Redukti-
onsvermégen fiir solche Verunreinigungen festgestellt

angemessene Entfernung von Verunreinigungen aus dem Produkt, die auf Vektor,
Wirtszelle, Ndhrmedium und Reagenzien zurlickzufiihren sind. Das Reduktions-
vermégen fiir DNA wird durch Spiking (berpriift. Die Verringerung von Proteinen
tierischer Herkunft kann durch immunchemische Methoden bestimmt werden

Einhaltung der angegebenen Grenzen bei der Produktausbeute aus der Kultur

angemessene Stabilitét jedes Zwischenprodukts der Herstellung oder Verarbei-
tung, fiir das eine Zwischenlagerung im Produktionsprozess vorgesehen ist.

EG-Dok. 111/3477/92 Ziff. 6

Die fiir das Produkt eingesetzten Reinigungsmethoden und ihre In-Prozess-
Kontrollen mit den Spezifikationsgrenzen sollten detailliert beschrieben werden, ge-
rechtfertigt und validiert sein. Bei der verfahrensmélBigen Anwendung der Affini-
tatschromatographie, z.B. mit monoklonalen Antikérpern, miissen geeignete Mal3-
nahmen vorgesehen sein, mit denen sich gewéhrleisten lasst, dass diese Substanzen
oder alle zusétzlichen potentiellen Kontaminanten, die sich aus ihrer Verwendung er-
geben kénnen, die Qualitdt und Unbedenklichkeit des Endproduktes nicht geféhrden.
In diesem Zusammenhang wird auf die entsprechenden Leitlinien verwiesen.
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Inspektionsinhalte:

Vermeidung von Kontamination und Kreuzkontamination

Dedicated Equipment / Kampagnenproduktion

Offene / geschlossene Systeme

Technischer Standard

Separierung von Produkten vor und nach Virusabreicherung

Reinigungsvalidierung (Medienbestandteile, Wirtszellproteine, Nukleinsauren, Endo-
toxine, Reinigungsmittel u.s.w.)

Routinemonitoring der Sauberkeit von Chromatographiesaulen

Konsistenz des Prozesses

Definition der Charge im jeweiligen Herstellungsprozess

Vergleich von Herstellungsprotokollen verschiedener Chargen (z.B. hinsichtlich un-
terschiedlicher Chargengrofen)

Konsistenz bzw. Schwankungen der Ausbeute

Festlegung der Saulenspezifikation (pro Lauf und Langzeitspezifikation zur Festle-
gung der Saulenlaufzeit)

Qualifizierung der Saulen

Kapazitat

Regenerierung

Reinigung

Laufzeit

Requalifizierung (z.B. nach Neupacken der Saule)

Saulenmonitoring

Druck und Flussrate
Regenerations-/Equilibrationsprofil
Anzahl der Zyklen
Lagerungsbedingungen

Qualitat der Produktionshilfsstoffe

Wasser
Puffer

In-Prozess-Kontrollen

Detaillierte Spezifikationen und Prifanweisungen flr Bulks, Pools, Fraktionen
Stabilitat zwischengelagerter Materialien und Produkte

Umgang mit Abweichungen

OOS-Verfahren

Validierung

Validierung der Leistungsfahigkeit jedes Extraktions- und Reinigungsschritts
Festlegung des Reduktionsfaktors u.a. fur Viren, Wirtszell-DNA und Wirtszell-Protein
fur jede Stufe des Reinigungsverfahrens

Change Control Verfahren fir Equipment und Prozess

Revalidierung bei signifikanter Anderung des Verunreinigungsprofils

Bewertung von Fehlern und Abweichungen

Computersysteme
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Reprocessing-Verfahren

e Soll in der Regel nur einen Reinigungsschritt umfassen
e Festgelegte validierte Bedingungen
e Kein Reworking

Freigabeprocedere

e Uberpriifung des Chargenprotokolls
e Bewertung aller relevanten Daten
e Bewertung aller Abweichungen und unerwarteten Ergebnisse

Anderungskontrolle

o Saule/Packmaterial: Saulengrofie, Lieferant, Reinigungs- und Lagerungsbedingun-
gen

Reagenzien: neuer Lieferant, andere Spezifikation, Ersatz eines Rohstoffs
Addition, Ersatz oder Elimination eines Aufreinigungsschrittes

Scale up/down

Ausristung

5.5 Virussicherheit und Validierung der Virusabreicherung

Vorbemerkung
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Die Virussicherheit und Studien zur Virusentfernung und Virusinaktivierung (,Virusvalidie-
rungsstudien®) sind Uberaus komplexe und schwierige Themen. Es empfiehlt sich, die

Experten der Bundesoberbehdérden bei der Beurteilung einzubeziehen.

Virale Kontaminationen kdnnen von der eingesetzten Zelllinien stammen oder wahrend

des Produktionsprozesses eingebracht werden.

Die Virussicherheit von Zelllinien humanen und tierischen Ursprungs (d.h. Sauger-, Vo-

gel-, Insektenzellen) muss gezeigt werden.

Der Herstellungsprozess muss so angelegt sein, dass Viren abgereichert und inaktiviert

werden.
Grundsatzlich wird die Virussicherheit durch komplementare Ansatze gewahrleistet:

Auswahl und Testen der Zelllinien und Rohstoffe, wie etwa Medienzusatze, hinsichtlich
der Abwesenheit von unerwiinschten Viren, die infektiés und /oder pathogen sein kdnnen
Bewertung des Herstellungsprozesses hinsichtlich der Kapazitat Viren abzureichern oder

zu inaktivieren

Testen des Produkts hinsichtlich der Abwesenheit von infektidsen Viren bei festgelegten

Stufen des Herstellungsprozesses
ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.50

Siehe ICH-Leitfaden Q5A Qualitét biotechnologischer Produkte: Bewertung der Vi-
russicherheit biotechnologischer Produkte, die aus Zelllinien menschlichen oder tieri-

schen Ursprungs stammen, flir detailliertere Information.
ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.51

Virusbeseitigungs- und —inaktivierungsschritte sind bei einigen Prozessen kritische

Prozessschritte und sollten innerhalb validierter Parameter vollzogen werden.
ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.52

Es sollten geeignete VorsichtsmalBnahmen getroffen werden, um eine potentielle Vi-
ruskontamination von Schritten vor der Virusbeseitigung/-inaktivierung auf solche da-
nach zu verhindern. Deshalb sollte die offene Verarbeitung in Bereichen, die von an-
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deren Verarbeitungsaktivitdten getrennt sind und eigene Beliiftungseinheiten haben,
vorgenommen werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.53
Fiir verschiedene Reinigungsschritte wird normalerweise nicht die gleiche Ausristung
verwendet. Soll jedoch die gleiche Ausriistung benutzt werden, sollte sie vor der Wie-
derverwendung ordnungsgemal’ gereinigt und desinfiziert werden. Es sollten geeig-
nete VorsichtsmalBnahmen getroffen werden, um eine potentielle Virusiibertragung
(z.B. durch die Ausriistung oder die Umgebung) aus vorherigen Schritten zu verhin-
dern.

Annex 13, rev. EU GMP-Leitfaden Ziff. 2
Die Virusinaktivierung/-entfernung muss flir klinische Priifprdparate genauso griind-
lich durchgefiihrt werden wie fiir zugelassene Produkte.

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95)
Virustestung von Zelllinien soll so angelegt sein, dass ein weites Spektrum von Viren
nachgewiesen werden kann. Basierend auf der Kultivierungshistorie der Zelllinie sol-
len entsprechende ,Screening“Tests und relevante, spezifische Testmethoden an-
gewendet werden.

Bei MCBs soll ein ,Screening” auf Anwesenheit von endogenen und nicht-endogenen
Viren durchgefiihrt werden.

Das Testen auf nicht-endogenen Viren soll in vitro und in vivo Inokulationstests und
andere spezifische Tests beinhalten.

Bei jeder WCB sollte ein ,adventitious virus testing“ durchgefiihrt werden. In vitro
Tests werden durchgefiihrt mittels Inokulation von mehreren Indikator-Zelllinien, die
suszeptibel fiir ein breites Spektrum von humanen und tierischen Viren sind. (mind. 3
Zelllinien, mind. 14 Tage)

In vivo Tests beinhalten das Inokulieren von Zellen in Tiere (z.B. Babyméuse) oder
embryonierte Eier. Die Krankheits- und Uberlebensrate der Tiere wird beobachtet.

ICH Q5A (CPMP/ICH/295/95)
Bei der MCB und bei Zellen, die liber die maximale in vitro Passagenzahl kultiviert
wurden, sollen Tests auf Retroviren durch gefiihrt werden, u.a.

— Infektiositatstest (Co-Kultivierung, S+L- Infektivity Assay)
— Elektronenmikroskopische Untersuchungen
— Reverse Transkriptase Assays

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95)
Das Testen einer reprasentativen Probe vom nicht-prozessierten Bulk, die aus dem
Produktionsfermenter vor einem weiteren Prozessieren entnommen wurde, ist eine
geeignete Stufe, bei der mégliche Viruskontaminationen mit hoher Wahrscheinlich-
keit nachgewiesen werden kbnnen (adventitious virus testing, evtl. PCR oder andere
Methoden).

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95)
Erntematerial in dem eine virale Kontamination gefunden wurde, darf nicht weiter
verarbeitet werden.

Die Ursache fiir die Kontaminantion muss untersucht werden und MalBnahmen ein-
geleitet werden.
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ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95); CPMP/BWP/268/95
Die Bewertung und Charakterisierung der Kapazitét des Herstellungsprozesses Viren
abzureichern und zu inaktivieren ist von Bedeutung bei der Bewertung der Sicherheit
von biotechnologischen Produkten. Validierungsstudien sind nlitzlich in ihrem Beitrag
zur Absicherung eines akzeptablen Sicherheitslevels im Endprodukt, begriinden aber
selbst keine Sicherheit.

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95)
Bei den Virusvalidierungsstudien sollte mehr als ein Herstellungsschritt, der zur Ab-
reicherung/Inaktivierung von Viren beitrégt untersucht werden. Jeder Schritt sollte in-
dividuell bewertet werden.

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95)
Ein wesentlicher Punkt bei den Validierungsstudien ist die Auswahl der zu verwen-
denden Viren. Viren die fir die Virusvalidierungsstudien verwendet werden, sollen so
ausgewéhlt werden, dass sie den Viren dhnlich sind, die das Produkt kontaminieren
kénnten und sollten ferner ein weites Spektrum von physikochemischen Eigenschaf-
ten reprdsentieren um die allgemeine Virus-eliminierende Kapazitit des Prozesses zu
analysieren.

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95)
Die Validitdt des ,Down-Scales” muss gezeigt sein.
Der Reinigungsprozess sollte so genau wie méglich représentiert sein. Dazu gehéren
z.B. Chromatographiematerial, Betthéhe der Séulen, lineare Fliel3rate, Kontaktzeit,
Puffer, Gelmaterial, pH, Temperatur, Proteinkonzentration.

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95)
Mit zunehmender Zeit und wiederholter Verwendung kann bei Chromatographieséu-
len und anderen fiir die Aufreinigung verwendeten Materialien (z.B. Filter) die Virus-
abreicherung beeinflusst werden. Zur wiederholten Verwendung von S&ulen sollten
Daten vorliegen.

Es sollte sicher gestellt sein, dass ein Virus welches eventuell im Produktionssystem
verbleibt, vor einer erneuten Verwendung zerstért oder beseitigt wird. Es sollte z.B.
nachgewiesen werden, dass die Reinigungs- und Regenerierungsverfahren fiir die
Sé&ulen und andere Materialien Viren inaktivieren und/oder entfernen.

ICH Q5D (CPMP/ICH/294/95)
Fir jeden Herstellungsschritt, der in die Bewertung einflie3t, sollte der wahrscheinli-
che Mechanismus der Verminderung der viralen Infektidsitét beschrieben werden (In-
aktivierung oder Abreicherung).

CPMP/ICH/268/95
Viren dlirfen nicht in die Produktionsrdume verbracht werden, deshalb miissen die
Virusvalidierungsstudien in einem separierten Labor durchgefiihrt werden, das von
den Produktionsrdumen strikt getrennt ist.

Das Labor sollte fiir virologisches Arbeiten im ,Down-scale“ Mal3stab geeignet sein,
das Personal sollte virologische Expertise haben und mit Personal aus dem Herstel-
lungsbereich zusammenarbeiten.

Die Studien sollten unter GLP-Bedingungen durchgefiihrt werden.
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CPMP/ICH/268/95
Das GMP-Prinzip, dass Material, das einen effektiven virusinaktivierenden oder — ab-
reichernden Schritt durchlaufen hat, von ,unbehandeltem” Material zu trennen ist,
sollte strikt eingehalten werden.

Inspektionsinhalte:

e Grundliche Charakterisierung und ,Screening” der Zellbanke zur Identifizierung e-
ventuell vorhandener Viren und Nachweis der Abwesenheit von zufallig aus der Um-
gebung eingeschleppten Viren (,Adventitious Virus®), sowie endogener Viren (z.B.
Retroviren)

Ausreichende Tests am nicht-prozessierten Bulk auf ,adventitious® Viren

o Kontrolle aller Rohmaterialien humanen und tierischen Ursprungs hinsichtlich ihrer
Herkunft/ ausreichender Virustestung,/ Inaktivierung, eventuell gamma-Bestrahlung

¢ Nachweis des virusinaktivierenden/ -abreichernden Potentials des Reinigungspro-
zesses in ,down-scale“- Validierungsstudien basierend auf verschiedenen Prinzipien,
so dass eine maximale Virusentfernung erreicht wird

o Wiederspiegelung des Produktionsprozesses durch das ,Down-scale“-Modell

o strikte Trennung des Materials/Wirkstoffs/Intermediats, das einen virusinaktivierend/ -
abreichernden Schritt durchlaufen hat, von vorhergehenden Stufen
Konzeption der entsprechenden ,Reinigungsstrale*

e Nachweis, dass Reinigungs- und Regenerierungsverfahren fur die Chromatographie-
saulen und sonstige produktberiihrenden Materialien Viren inaktivieren und entfernen
Durchflihrung der Tests zur Virussicherheit vor Beginn der klinischen Prifungen

¢ Hinreichende Untersuchungen zur Ursachenklarung und geeignete Malnahmen bei
auftretender Kontamination

5.6 Abfillung des Wirkstoff-Bulks
Vorbemerkung

Die Abfullung ist der letzte Schritt zur Gewinnung des Wirkstoff-Bulks.
In den allermeisten Fallen handelt es sich dabei um flissige Zubereitungen, die dann in wei-
teren Schritten zu sterilen Arzneiformen weiterverarbeitet werden (vgl. Kap 5.7).

Generell sollte zwischen sterilem und keimarmem Wirkstoff-Bulk (vgl. firmeninterne Spezifi-
kation / Zulassungsunterlagen) unterschieden werden.

Der Nachweis der Eignung (ausreichende Qualitdt des Wirkstoff-Bulks) als Ausgangsstoff
zur Arzneimittelherstellung muss gefihrt werden, ebenso muss die Validierung von Abfill-
prozess, Lagerungsbedingungen und —zeit durchgefihrt werden.

Inspektionsinhalte:

Abfillung / Rdume und Ausristung

e Minimierung der mikrobiellen, partikularen oder Pyrogenkontamination und Vermei-
dung von Kreuzkontamination (Produktschutz)
o Reinraumklassen (vgl. Kap. 3.1)
o ausreichende HygienemalRnahmen (Reinigung und Desinfektion)
e Reinigung und deren Validierung
Kennzeichnung der Raume und Anlagen
e Kkeine Schadigung des Produktes durch evtl. Filtrationsschritte
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(Zwischen)Lagerung

Haltbarkeit des Wirkstoffes / der Lésung
Lagerungsbedingungen und Lagerungszeit
Transportbehaltnisse und -bedingungen

Wirkstoff-Bulk

Chargendefinition
Freigabeprifung entsprechend der Spezifikation

5.7 Zubereitung und Abfiillung des Arzneimittels

Vorbemerkung:

Biotechnologisch hergestellte Arzneimittel werden Uberwiegend aseptisch hergestellt.
Grundsatzlich gelten flir den aseptischen Prozess die Anforderungen des Annex 1 des
EG-GMP-Leitfadens.

Annex

Annex

Annex

Annex

1 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 41

Préparate mikrobiologischen Ursprungs sollten nicht in Bereichen hergestellt oder
abgefiillt werden, in denen andere pharmazeutische Produkte verarbeitet werden; al-
lerdings kénnen Impfstoffe aus abgetéteten Organismen oder Bakterienextrakten
nach der Inaktivierung in denselben R&umen wie andere sterile pharmazeutische
Produkte abgefiillt werden.

1 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 82

Wenn das Produkt nicht im Endbehéltnis sterilisiert werden kann, kbnnen Lésungen
oder Fliissigkeiten durch ein steriles Filter mit einer nominellen Porengréf3e von 0,22
um (oder weniger) oder ein anderes Filter mit mindestens gleichen Riickhalteeigen-
schaften fiir Mikroorganismen in ein zuvor sterilisiertes Behéltnis filtriert werden. Sol-
che Filter kbnnen die meisten Bakterien und Schimmelpilze, aber nicht alle Viren oder
Mycoplasmen entfernen.

13 EG-GMP-Leitfaden rev. 2 Ziff. 17
Bei sterilen Produkten sollte die Validierung des Sterilisationsprozesses denselben
Standard aufweisen wie fiir zugelassene Produkte..

13 EG-GMP-Leitfaden rev. 2 Ziff. 18

Die Validierung aseptischer Verfahren bringt besondere Probleme mit sich, wenn es
sich um kleine Chargen handelt. In diesen Féllen kann die Anzahl der abgefiillten
Einheiten mit der Héchstzahl der wahrend der Herstellung abgefiillten Einheiten iden-
tisch sein. Gerade bei weniger automatisierten Abfiillvorgédngen (z.B. Abfillung und
Verschluss von Hand) ist der Schulung des involvierten Personals besondere Auf-
merksamkeit zu schenken und die aseptische Arbeitstechnik der betreffenden Perso-
nen zu validieren.

Ph.Eur. Impfstoffe fiir Menschen

Der fertige Impfstoff als Bulk wird durch Mischung der Bestandteile des Impfstoffs un-
ter aseptischen Bedingungen hergestellt.

Die Impfstoffe kbnnen an Aluminiumhydroxid, Aluminiumphosphat, Calciumphosphat
oder andere geeignete Adsorbentien adsorbiert sein. Die Adsorbentien werden unter
besonderen Bedingungen hergestellt, die ihnen die geeignete physikalische Form
und adsorptiven Eigenschaften verleihen.
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Ein geeignetes Konservierungsmittel darf sterilen und inaktivierten Impfstoffen zu-
gesetzt werden, ein solcher Zusatz ist zwingend notwendig, wenn diese Zubereitun-
gen in Mehrdosenbehéltnissen in den Handel gebracht werden, sofern nichts anderes
vorgeschrieben ist.

Impfstoffe zur parenteralen Anwendung werden zur Herstellung der Fertigzubereitung
aus dem fertigen Impfstoff als Bulk unter aseptischen Bedingungen in sterile Behélt-
nisse mit Sicherheitsverschluss abgefiillt, die, falls zutreffend, nach Gefriertrocknung
S0 verschlossen werden, dass eine Verunreinigung ausgeschlossen ist.

Inspektionsinhalte:

Herstellung des Final Bulk

Ansatz unter den Bedingungen des Annex 1 EG-GMP-Leitfaden
e Minimierung der mikrobiellen oder partikularen Kontamination (haufig nur einfache
Sterilfiltration méglich)
e Keine Schadigung des Produkts durch Filtrationsschritte
o Begrenzung des Zeitraums zwischen Ansatz und Abfillung
Abfiillung

e Abfillung unter den Bedingungen des Annex 1 EG-GMP-Leitfaden

e Handhabung sauerstoffempfindlicher Produkte (ggf. Abflllung unter Inertgas)

e Vermeidung von Unter- und Uberflllungen bei lyophilisierten Produkten
Anderungskontrolle

Hilfsstoffe

Anlagen und Ausrlistung

Anderung des Herstellungsverfahrens
Chargengrofie bzw. Chargendefinition
Behaltnisse, Verschlisse

Haltbarkeit

Transportbedingungen

6 Qualitatskontrolle

Vorbemerkung

Die Prifung von Ausgangsstoffen ist unter Punkt 5.2 ,Ausgangsstoffe und Medien“ be-
schrieben.

6.1 Spezifikationen

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 23.
In den Spezifikationen fiir biologische Ausgangsstoffe kénnen zusétzliche Angaben
zu Quelle, Ursprung, Herstellungsverfahren und zu den angewandten Kontrollen ins-
besondere zu den mikrobiologischen Kontrollen, erforderlich sein.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 24
Spezifikationen sind bei biologischen pharmazeutischen Produkten routineméaBig fiir
Zwischenprodukte und Bulkware erforderlich.
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ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff. 3

Begriindung von Spezifikationen

Spezifikationen beziehen sich auf einen festgelegten Herstellungsprozess.

Spezifikationen beriicksichtigen die Stabilitidt des Wirkstoffs und des Arzneimittels.
Spezifikationen beziehen sich auf préklinische und klinische Studien.

Die festgelegten Spezifikationen sind an bestimmten Priifmethoden gebunden.

ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff. 4

Die Auswahl der Priifmethoden hdngt vom Produkt ab. Die Rationale fiir die Festle-
gung von Spezifikationsgrenzen muss beschrieben werden.

Akzeptanzkriterien und Actionlimits sind basierend auf Chargenergebnissen der
préklinischen, klinischen und Konsistenzchargen festzulegen.

Die Charakterisierung von Stoffen und Produkten umfasst Identitdt, Reinheit, Gehalt,
physikochemische und immunochemische Eigenschaften, biologische Aktivitéat, Ver-
unreinigungen und Stabilitét.

Inspektionsinhalte:

Spezifikationen

fur Ausgangsstoffe, Zwischenprodukte, Bulk und Endprodukt

entsprechend den Zulassungsunterlagen

Festlegung von Spezifikationsgrenzen anhand der Produktionshistorie und der Vali-
dierungsdaten

Spezifikationen fir klinische Prifpraparate

Entsprechend dem neuesten Stand der Wissenschaft und Technik sowie den Anfor-
derungen der Behorden und des Arzneibuchs

Wissenschaftliche Begriindung von Akzeptanzkriterien

.Product Specification File*

Aktualisierung und Riickverfolgbarkeit der vorgenommenen Anderungen (Change
Control)

Vergleich des Verunreinigungsprofils von klinischen Prifpraparaten mit dem in der
Praklinik verwendeten Material

6.2 In-Prozess-Kontrollen und Freigabepriifung des Wirkstoffes und des Arznei-

mittels

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 41

Inprozesskontrollen spielen eine besonders wichtige Rolle bei der Sicherung einer
gleichbleibenden Qualitdt biologischer pharmazeutischer Produkte. Diejenigen Kon-
trollen, die hinsichtlich der Qualitdt entscheidend sind (z.B. Virusentfernung), jedoch
nicht am Fertigprodukt vorgenommen werden kbénnen, sollten in einer geeigneten
Produktionsphase durchgefiihrt werden.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 42

Es kann erforderlich sein, Proben von Zwischenprodukten in ausreichender Menge
und unter geeigneten Lagerungsbedingungen zurlickzubehalten, um die Wiederho-
lung oder Bestétigung einer Chargenkontrolle zu ermdéglichen.
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Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 43
Eine laufende Kontrolle bestimmter Produktionsprozesse z.B. der Fermentation ist

erforderlich. Die entsprechenden Daten sollten in die Dokumentation der Charge
eingehen.

Annex 2 EG-GMP-Leitfaden Ziff. 44
Wenn Dauerkulturen verwendet werden, sollte den Anforderungen an die Qualitéts-
kontrolle, die sich aus diesem Produktionsverfahren ergeben, besondere Aufmerk-
samkeit geschenkt werden.

ICH Q7A (CPMP/ICH/4106/00) Ziff. 18.13
...Die verwendeten Rohmaterialien (Medien, Pufferbestandteile) kbnnen Wachstums-
potential fiir mikrobiologische Kontaminanten bieten. In Abhédngigkeit von der Quelle,
der Herstellungsmethode und der beabsichtigten Verwendung eines Wirkstoffs oder
Zwischenprodukts ist evtl. wéhrend bestimmter Stadien der Herstellung und der U-
berwachung des Prozesses eine Kontrolle der mikrobiellen Belastung, der Viruskon-
tamination und/oder Endotoxine erforderlich.

ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff. 2.2.2
Zum Zeitpunkt der Einreichung des Zulassungsantrags sollen die Priifmethoden ent-
sprechend der ICH-Leitlinien Q2A und Q2B validiert sein.

ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff. 2.3.2
Nach kritischen Herstellungsschritten sind laufend Priifungen durchzufiihren (Monito-
ring). Hierfiir sind Akzeptanzkriterien und Actionlimits festzulegen (z.B. Abwesenheit
von Mycoplasmen und Viren nach der Ernte).

Ph.Eur. Monographie Fermentationsprodukte (1468)
In-Prozess-Kontrollen gewéhrleisten wéhrend der Fermentation und der Aufarbeitung
gleichméBige Bedingungen und damit die Qualitét des isolierten Produkts. Insbeson-
dere ist darauf zu achten, dass jede mikrobielle Verunreinigung, die Qualitdt, Reinheit
und Sicherheit des Produkts beeintréchtigen kann, durch Kontrolle nachgewiesen
wird.

Ph.Eur. Monographie DNA-rekombinationstechnisch hergestellte Produkte (784)
Das fertige Bulkprodukt wird zundchst durch ein breites Spektrum chemischer, physi-
kalischer, immunchemischer und biologischer Priifungen auf Identitdt, Reinheit, Akti-
vitdt und Stabilitdt geprtift. Vor der Freigabe muss der Hersteller jede Charge des
Produkts auf Identitdt und Reinheit priifen und eine geeignete Gehaltsbestimmung
durchfiihren.

EG-Dok. 111/5271/94 Ziff. 12., EG-Dok. 11l/3477/92 Ziff. 9., ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff.

2.2.1, WHO TRS Nr. 823 Ziff. 8.
Referenzmaterialien sind vollsténdig zu charakterisieren. So-
fern keine Referenzsubstanzen erhéltlich sind (z.B. bei neuen Produkten) muss ein
geeigneter Hausstandard hergestellt werden. Hierzu sollte eine geeignete Produkt-
charge voll charakterisiert und als chemisches und biologisches Referenzmaterial
dienen. Arbeitsstandards sollten gegen den Hausstandard kalibriert werden. Haufig
sind verschiedene Standards erforderlich, z.B. fiir produktbezogene Substanzen,
produktbezogene Verunreinigungen usw.

Herstellung, Reiniqung, Charakterisierung, Verwendung und Lagerung der Refe-
renzmaterialien sind zu dokumentieren. Wenn mdéglich sollten die verwendeten Stan-
dards mit dem nattirlich vorkommenden Molekiil verglichen werden.
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Kriterien fiir die Festlegung von Verfalldaten und Retest-Terminen sollten etabliert
werden.

Inspektionsinhalte:

Priifmethoden

Validierung gemaf ICH-Guideline (fur zugelassene Arzneimittel und klinische
Prufpraparate der Phase 2 und 3; in Phase 1 keine volle Validierung erforderlich,
mindestes aber Selektivitat, Linearitat, Bestimmungsgrenze, Arbeitsbereich).

Siehe Aide mémoire ,Inspektion der Qualifizierung Validierung in pharmazeutischer
Herstellung und Qualitatskontrolle®

Referenzsubstanzen

Beschreibung der Art und Herkunft der Referenzsubstanzen

Dokumentation von Herstellung, Reinigung, Charakterisierung, Verwendung und La-
gerung der Referenzsubstanzen

Verfugbarkeit von Referenzsubstanzen fir produktbezogene Substanzen und Verun-
reinigungen

Vorschriften zum Umgang mit Referenzsubstanzen

Festlegung von Verfall- bzw. Retest-Daten

Durchfiihrung von Priifungen

Qualifizierung, Kalibrierung und Wartung von analytischen Geraten

Kalibrierung von Pipetten (Kalibrierbereich)

Verwendung der festgelegten Referenzsubstanzen und Reagenzien

SOPs fir die Testmethoden

nachvollziehbare Rohdaten

Umgang mit OOS(out of specification)-Ergebnissen

Statistische Methoden zur Erfassung von Trends

Quarantéane, Kontrolle und Identifizierung von Tieren, die bei der Priifung eingesetzt
werden

In-Prozess-Kontrollen

Durchfiihrung entsprechend den Zulassungsunterlagen (sofern vorhanden)
Monitoring kritischer Produktionsschritte

Probenahmeplan, Genehmigung durch die Qualitatskontrolle

Festlegung von Akzeptanzkriterien und Aktionsgrenzen

Genehmigung samtlicher In-Prozess-Kontrollen durch die Qualitatskontrolle
Ruckstellmuster von Zwischenprodukten flir Wiederholungs- und Bestatigungskon-
trollen

Freigabepriifung

Freigabe- und Laufzeitspezifikation
Prufung zugelassener Produkte gemal Zulassungsunterlagen
Prifung Kklinischer Prifpraparate gemaf vorlaufig festgelegter Spezifikation

Die Prifung sollte mindestens umfassen:

o ldentitat
o Reinheit /Quantifizierung
o Gehalt
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Aide mémoire

071210BN

Aide mémoire Bio- und Gentechnologie Seite 44 von 59

Zentralstelle der Lander flr Gesundheitsschutz L
bei Arzneimitteln und Medizinprodukten ==

Biologische Aktivitat

Struktur (Peptide Maps, Teil-Sequenzierung)

Strukturvarianten

Bei Glycoproteinen: Glykosilierung

Verunreinigungen (DNA, HCP, Endotoxin, etc.)

Aussehen, pH-Wert, etc.

Bei nichtsterilen Wirkstoffen und Arzneimitteln; Keimzahl
o Bei sterilen Wirkstoffen und Arzneimitteln: Sterilitat

Statistik von Analysendaten

O O O O O O O

6.3 ldentitatspriifungen

ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff. 2.1 und 6.1, EG-Dok. 111/3477/92 Ziff. 7.1, EG-Dok Il
5271/94 Ziff. 10.1, WHO TRS Nr. 823 Ziff. 6.1

Hé&ufig sind mehrere Identitdtstests erforderlich (physikochemische, biologische und/

oder immunologische Tests). Die Bestimmung der immunochemischen Eigenschaften
muss bei Antikérpern umfassend erfolgen:

Genaue Beschreibung der Bindungseigenschaften und —regionen am Antigen zur
Bestimmung von Affinitat und Immunoreaktivitét (einschlie8lich Kreuzreaktivitét)

Inspektionsinhalte:

Parameter zur Identitatsprifung von Proteinen

Molekulargewicht

Aminosaure-Analyse (Aminosaurezusammensetzung)
N- und C-terminale Aminosauresequenz
Elektrophoresemuster

Peptidkartierung

Disulfidbricken

Glykosilierungsmuster

Mikroheterogenitat

Klasse und Subklasse (Antikérper)

Schwere Kette/leichte Kette (Antikorper)

Parameter zur Identitatsprifung von Nukleinsauren

Restriktionsanalyse

Sequenzierung

Grolke der DNA (z. B. Uber Agarose-Gelelektrophorese oder Kapillarelektrophorese)
Hybridisierung mit komplimentaren Sonden (Southern Blot bei DNA, Northern Blot bei
RNA)

Physikochemische Eigenschaften und analytische Methoden

Molekulargewicht:
o Ausschlusschromatographie
o SDS PAGE (reduzierend und nicht-reduzierend)
o Massenspektrometrie
Isoforme Eigenschaften
o Isoelektrische Fokussierung
o Kapillarelektrophorese
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Elektrophoretische Eigenschaften

o Gelelektrophorese/SDS PAGE

o Kapillarelektrophorese

o Isoelektrische Fokussierung

o Western Blot
Chromatographische Eigenschaften

o Ausschlusschromatographie

o Affinitdtschromatographie

o HPLC (reversed phase)

o lonenaustauschchromatographie
Spektroskopisches Profil

o UV-Vis-Spektroskopie (Ph.Eur.)

o Kernresonanzspektroskopie (Ph.Eur.)

o Circulardichroismus (Ph.Eur.)
Glykosilierung

o Kohlenhydratstruktur

o Glycanprofil
o Sialinsduregehalt
o Moosaccharide
o Bestimmung des terminalen Kohlenhydrates durch Exoglycosidase-Abbau
o Antennaritat
Biologische Aktivitat
o Bioassay (ggf. Bindungsstudie, enzymatische Umsetzung, zellbasierte Tests,
Tiermodell)

Immunochemische Eigenschaften von Antikérpern und analytische Methoden

Bindungsassay zur Bestimmung von Affinitat, Aviditat (Glossar: Aviditat = Bindungs-
starke eines Antikérpers zu seinem Antigen) und Immunoreaktivitat einschlief3lich
Kreuzreaktivitat

Biochemische Definition des Zielmolekdls

ELISA

Western Blot

6.4 Reinheit

ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff. 2.1.4 und 6.2, EG-Dok. 11l/3477/92 Ziff. 7.2, EG-Dok Il
5271/94 Ziff. 10.2, WHO TRS Nr. 823 Ziff. 6.2

Die Reinheit des Produkts ist durch eine Kombination aus analytischen Verfahren
festzustellen.

Es ist zwischen produktverwandten Substanzen und prozess- oder produkt-
bezogenen Verunreinigungen zu unterscheiden.

Wenn méglich sollten die Verunreinigungen identifiziert, ggf. auch deren biologische
Aktivitt bestimmt werden.

Prozessbezogene Verunreinigungen kénnen in 3 Kategorien eingeteilt werden:

Verunreinigungen aus Zellsubstrat des Wirtsorganismus: Proteine, Polypeptide,
Nukleinséure (von der Wirtszelle, vom Vektor, Gesamt-DNA), Polysaccharide, .

Verunreinigungen aus der Zellkultur: Sera, andere Medienzusétze, Antibiotika, In-
duktoren.

Nachweis durch geeignete Testmethoden.
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Verunreinigungen aus dem Reinigungsprozess: Enzyme, Prozessreagenzien
(z.B. Guanidin, reduzierende oder oxidierende Substanzen), Chromatographie-
medien, anorganische Salze (Schwermetalle, Nichtmetalle), Lésungsmittel, Li-
ganden (Protein A, monoklonale Antikérper).

Nachweis durch geeignete Testmethoden.

Produktbezogene Verunreiniqungen einschliel3lich Abbauprodukte

Abspaltungsprodukte (Peptidasen kénnen die Abspaltung von Aminoséuren oder
andere Spaltungen katalysieren).

Testmethoden: HPLC, Gelelektrophorese, Peptidmapping.

Produkte aus Deamidierung, Isomerisierung, S-S-Verknlipfungen, Oxidation.
Testmethoden: Chromatographische oder elektrophoretische Methoden.
Aggregate (Dimere, Multimere).

Testmethoden: SEC.

Reaktionsprodukte mit Hilfsstoffen

Kontaminanten: Es handelt es sich um Verunreinigungen von auf3en wie mikrobielle
Verunreinigungen (Viren, Bakterien, Pilze, Mycoplasmen). Sie sollten streng vermie-
den werden und durch entsprechende In-Prozess-Kontrollen (iberpriift werden.

Inspektionsinhalte:

Testmethoden fiir Proteine

HPLC (High performance liquid chromatography, Hochdruckfllissigchromatographie)
Immunoassay

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Westernblot

Elektrophoretische Methoden

Peptidmapping

Testmethoden fiir Nukleinsduren

e DNA-Hybridisierung
¢ Sequenzunabhangige Techniken (z.B. Threshold-Assay)

¢ PCR (polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion, Amplifikation von Nuk-
leinsauren)
e ELISA

Testmethoden fiir Kontaminanten

e Prifung auf Sterilitat
e Prufung auf mikrobielle Verunreinigung bei nichtsterilen Produkten
e Prifung auf Mycoplasmen

Testmethoden fir Endotoxine und Pyrogene

e LAL-Test
e Kaninchentest
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Testmethoden fiir Viren

Prifung auf Retroviren

o (z.B. PERT/RT-Assay: Test auf Retroviren durch Nachweis des Enzyms re-

verse Transkriptase
o EM: Nachweis Uber Elektronenmikroskopie

e Prufung auf Fremdviren unter Verwendung von Zellkulturen
e Prufung auf Fremdviren unter Verwendung von Bruteiern

¢ Prifung auf Leukoseviren

¢ Prifung auf fremde Agenzien in Virus-Lebend-Impfstoffen
6.5 Gehalt

ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff. 2.1.5
Die Bestimmung des Proteingehalts sollte durch physikochemische Methoden erfol-
gen. In manchen Fiéllen ist die Korrelation zum biologischen Assay vorteilhaft.

Inspektionsinhalte:

Testmethoden zur Proteinbestimmung

Gesamtprotein (Ph.Eur.)
o UV-Spektroskopie bei 280 nm
.Lowry-Methode*
,Bradford-Methode*
“BCA-Methode”
,Biuret-Methode*
Fluorimetrie nach Derivatisierung mit 2-Phthalaldehyd
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

O O O O O O

HPLC

6.6 Biologische Aktivitat

ICH Q6B (CPMP/ICH/365/96) Ziff. 2.1.2, EG-Dok. 111/3477/92 Ziff. 7.1.5, EG-Dok Ill 5271/94
Ziff. 10.1, WHO TRS Nr. 823 Ziff. 6.1

Es sind validierte biologische Assays erforderlich z.B.:

Messung der biologischen Wirkung im Tierversuch

Messung der biochemischen oder physiologischen Wirkung auf zelluldrer Ebene

Messung der biologischen Aktivitét, die durch immunologische Interaktionen indu-

ziert wird (biochemische Assays)
Ligand/Rezeptor-Bindungsassays

Enzymatische Umsetzungen

Die Ergebnisse sollten méglichst in Einheiten ausgedriickt werden, die gegen einen
internationalen Standard kalibriert sind. Andernfalls kbnnen hauseigene Einheiten in

Bezug auf charakterisierte Hausstandards angegeben werden.

Ggf. kann die Messung der biologischen Aktivitét entfallen wenn:

gentigend physikochemische Informationen vorliegen und
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eine gut erstellte und nachvollziehbare Produktionshistorie existiert (Anderung der
Zulassung).

Inspektionsinhalte:

¢ Prifmethoden zur Bestimmung der biologischen Aktivitat und Validierung
e Statistische Auswertung

6.7 Stabilitat

ICH Q6B Ziff. 3.0
Es miissen Stabilitdtsprofile vorhanden sein, die entsprechend der ICH-Leitlinie Q5C
erstellt werden sollten.

ICH Q5C Ziff 4., 5., und 6.
Von Wirkstoff und Endprodukt sind mindestens von drei Chargen Stabilitdtsdaten zu
ermitteln. In den Endproduktchargen sollten unterschiedliche Wirkstoffchargen verar-
beitet sein.

Das Stabilitdtsprofil muss verschiedene Kriterien beinhalten, die gewéhrleisten, dass
Verdnderungen bei der Identitét, der Reinheit und der biologischen Aktivitét des Pro-
duktes entdeckt werden.

Folgende Bereiche sollten erfasst werden.

Biologische Aktivitéat
Reinheit (Bestimmung der Abbauprodukte)

Andere Produktcharakteristika: Aussehen, pH, Feuchtigkeit, Sterilitdt, Stabilisato-
ren, Konservierungsmittel.

Folgende Lagerungsbedingungen sollten erfasst sein:

Temperatur, Feuchtigkeit, Stressbedingungen, Licht, Behéltnis.
Stabilitat nach Rekonstituierung eines gefriergetrockneten Produktes.

Ph.Eur. Monographie Impfstoffe fiir Menschen
Falls zutreffend, muss die Stabilitdt von Zwischenprodukten unter den festgelegten
Lagerungsbedingungen gepriift und eine Dauer der Verwendbarkeit festgelegt wer-
den.

Die Wirksamkeit der Fertigzubereitung muss fir die Dauer der Verwendbarkeit durch
validierte Studien gewéhrleistet sein. Der Abfall der Wirksamkeit unter den empfohle-
nen Lagerungsbedingungen wird ermittelt, wobei starker Abfall der Wirksamkeit, auch
innerhalb der festgelegten Wirksamkeitsgrenzen, darauf hinweisen kann, dass der
Impfstoff nicht geeignet ist.

Inspektionsinhalte:

Stabilitdt von Bulk und Fertigprodukt

Monitoringprogramm

fortlaufendes Stabilitdtsprogramm, Abgleich mit den Zulassungsunterlagen
Qualifizierung und Kontrolle der Lagerungsbedingungen

Stabilitatsprofile

Validierte Stabilitatsstudien
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e Bericksichtigung von Worst Case Situationen
e Anderungen von Stabilitatsstudien
e Lagerung von Zwischenprodukten

o festgelegte Lagerbedingungen

o begriindete Testmethoden

o Lagerbehaltnisse

6.8 Spezielle Priifmethoden

Affinitatschromatographie - Eine chromatographische Trennmethode, die auf einer chemi-
schen Interaktion beruht, die fir die Zielspezies spezifisch ist. Typen von Affinitdtsmethoden
sind: Biosorption — Erkennung einer bestimmten Stelle (z.B. monoklonale Antikérper, Protein
A); hydrophobe Interaktionen - Kontakte zwischen nicht-polaren Regionen in wassrigen Lo6-
sungen; Farbstoffliganden - spezifische Bindung von Makromolekilen an Triazin- und
Triphenylmethan-Farbstoffe; Metallchelate — matrixgebundene Chelatkomplexe mit Zielmole-
kil durch Austausch niedrig-molekularer Metallliganden; kovalente Disulfidbindung, die unter
milden Bedingungen reversibel ist.

Aminosaureanalyse — Sie wird verwendet, um die Aminosaurezusammensetzung und/oder
den Proteingehalt zu bestimmen. Es handelt sich um einen zweistufigen Prozess bestehend
aus kompletter Hydrolyse (chemisch oder enzymatisch) des Proteins in seine Aminosaure-
Bestandteile gefolgt von chromatographischer Trennung und Quantifizierung per HPLC. Die
vollstandige Aminosaurezusammensetzung eines Peptids oder Proteins sollte genaue Werte
fur Methionin, Cystein und Tryptophan einschlieRen. Die prasentierte Aminosaurezusam-
mensetzung sollte der Durchschnittswert von mindestens drei verschiedenen Hydrolysaten
jeder Chargennummer sein. Vollstandige Werte flir solche Aminosaureriickstande, die gene-
rell in niedrigen Mengen gefunden werden, wie Tryptophan und/oder Methionin, kénnten
verwendet werden, um die Argumentation bezuglich der Reinheit zu unterstitzen.

Aminosauresequenzierung — Es handelt sich um eine partielle Sequenzierung (8-15 Teile)
von Aminosauren innerhalb eines Proteins oder Polypeptids entweder durch N- oder C-
terminale Sequenzierung. Die Methode wird verwendet, um Informationen Uber die Primar-
struktur des Proteins, seine Homogenitdt und die An- oder Abwesenheit von Polypeptid-
spaltprodukten zu erhalten. Die Daten der Sequenzierung, die mittels HPLC bestimmt wer-
den, werden in tabellarischer Form prasentiert und sollten die Gesamtausbeute jeder Amino-
saure auf jedem Sequenzierungszyklus einschlieRen. Eine Gesamtsequenzierung wird oft
durchgefiihrt durch die Sequenzierung von einzelnen Peptidfragmenten, die nach enzymati-
scher Spaltung des Proteins und HPLC-Fraktionierung isoliert werden.

Amplifikation von Nukleinsduren/Polymerase-Kettenreaktion/PCR/Ph.Eur. 2.6.21 - Ein
Verfahren, das die spezifische In-vitro-Amplifikation von DNA- oder RNA-Segmenten nach
reverser Transkription erlaubt. Die DNA-Amplifikation erfolgt in mehreren Zyklen: Hitzedena-
turierung, spezifische Bindung der Primer, Verlangerung der Primer. Nukleinsdure kann nach
20 - 30 Zyklen eine Million mal amplifiziert werden.

Bei der Durchfiihrung der Prifung sind raumliche und organisatorische Voraussetzungen,
Auswertung und Interpretation, Validierung des PCR-Systems (Spezifitat, Nachweisgrenze,
Robustheit), Qualitatskontrolle der Reagenzien und die Kontrolle des Reaktionsverlaufs zu
beachten. Interne Qualifizierungsprogramme und externe Qualitatskontrollen dienen der
Qualitatssicherung.

Anormale Toxizitat /Ph.Eur. 2.6.9 — Toxizitatsprifung von Sera und Impfstoffen an Mausen
und Meerschweinchen durch Injektion der zu prifenden Substanz.
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Ausschlusschromatographie/Ph.Eur.2.2.30 - Eine Trennungsmethode, bei welcher Mole-
kile aufgrund ihrer Teilchengrofle im gelésten Zustand getrennt werden (Gelpermeati-
onschromatographie: organische mobile Phase; Gelfiltrationschromatographie: wassrige
mobile Phase). Die Ausschlusschromatographie kann zur Bestimmung von Molekilmassen
benutzt werden, indem mit vorgeschriebenen Referenzsubstanzen verglichen wird. Sie kann
mit nattrlichen oder denaturierten Proteinen durchgefiihrt werden.

Bakterien-Endotoxine/Limulus-Amoebozyten-Lysat-Test/LAL/Ph.Eur.2.6.14 — Ein emp-
findlicher Test auf die Anwesenheit von Endotoxinen, bei dem die Fahigkeit der Endotoxine
benltzt wird, Koagulationsreaktionen im Blut des Pfeilschwanzkrebses (Limulus polyphe-
mus) zu verursachen. Der LAL-Test ist einfacher, schneller, billiger und wesentlich empfindli-
cher als der Kaninchen-Test, jedoch kann er nur Endotoxine erfassen und nicht alle Typen
von Pyrogenen. Daher muss er griindlich validiert werden, bevor er als Ersatz fir den Kanin-
chen-Pyrogen-Test verwendet wird. Varianten des LAL-Tests schlielen einen Gelgerin-
nungstest, einen kolorimetrischen Test, einen chromogenen Test und einen turbidimetri-
schen Test ein.

Das Verfahren und die in der Methode verwendeten Materialien und Reagenzien sind zu
validieren. Das Vorhandensein von Storfaktoren (und falls erforderlich deren Beseitigung)
soll an Proben von mindestens 3 Herstellungschargen geprift werden.

Carbohydratanalyse — Sie wird verwendet um die Konsistenz der Zusammensetzung kova-
lent gebundener Monosaccharide in Glycoproteinen zu bestimmen. Im Gegensatz zur Poly-
peptidkette des Glykoproteins, wo die Produktion durch den genetischen Code kontrolliert
wird, werden die Oligosaccharide von Enzymen synthetisiert. Mikroheterogenitat der Carbo-
hydratketten ist Ublich. Die Bestimmung kann bei underivatisierten Zuckern nach Hydrolyse
und HPLC-Trennung mit amperometrischer Detektion oder durch Gaschromatographie nach
Derivatisierung erfolgen.

DNA-Hybridisierung — Detektion von DNA im Nanogrammbereich durch Hybridisierung zel-
lularer DNA mit spezifischen DNA-.Proben. Dies kann durch 32P-Markierung, Chemolumi-
niszenz und chromogene oder Avidin-Biotin-Assays gezeigt werden. Zu DNA-Sonden, Kalib-
rierung und Standardisierung, Bedingungen der Hybridisierung sowie zu den sequenzunab-
hangigen Techniken siehe Ph.Eur. Monographie ,DNA-rekombinationstechnisch hergestellte
Produkte®).

Elektrophorese/Ph.Eur. 2.2.31 - Es handelt sich um Methoden, mit denen Molekiile oder
molekulare Komplexe auf der Basis ihrer relativen Fahigkeit getrennt werden, in einem elekt-
rischen Feld zu wandern. Eine Probe wird in die entsprechende Ausristung verbracht, dann
nach Ladung (isoelektrische Fokussierung) oder Molekulargewicht (SDS-PAGE) getrennt.
Die Visualisierung wird z. B. durch Anfarben mit Coomassie Blau, Fluoreszenzfarbstoffen
oder Silberfarbung bewirkt. Die Anfarbemethode mit Coomassie Blau ist eine quantitative
Technik, wenn ein Laser-Densitometer zum Lesen des Gels verwendet wird. Die Anfarbe-
methode mit Silber ist wesentlich empfindlicher und wird deshalb fiir die Detektion von Prote-
inverunreinigungen im Spurenbereich verwendet, kann jedoch durch die unterschiedliche
Farbung von Protein zu Protein nicht fir die Quantifizierung benutzt werden.

ELISA/enzyme linked immunosorbent assay Ein ELISA Test kann nach entsprechender
Validierung zur Identitatsprifung und zur Bestimmung der biologischen Aktivitat eines thera-
peutischen Proteins herangezogen werden. Durch geeignete mono- oder polyklonale Anti-
kérper wird hierbei das korrekt gefaltete Protein hochselektiv detektiert. ELISA-Tests werden
auch als Multiantigen-Tests zur Prifung auf Verunreinigungen durch Wirtszell-Proteine (host
cell proteins, HCP) eingesetzt. Der ELISA-Test auf Wirtszell-Proteine erfordert die Herstel-
lung eines Referenzstandards von Proteinverunreinigungen der Wirtszelle, der als Immuno-
gen fiur die Herstellung von polyklonalen Antikérpern dient, die fir den Assay verwendet
werden. Siehe auch Immunchemische Methoden Ph.Eur. 2.7.1.
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Fliissigchromatographie/LC/Ph.Eur. 2.2.29 - Die LC (liquid chromatography) ist eine
chromatographische Trennmethode, die auf Unterschieden in der Verteilung von Substanzen
zwischen 2 nicht mischbaren Phasen beruht, wobei eine fliissige mobile Phase, die in einer
Saule befindliche stationare Phase durchlauft. Die LC beruht in Abhangigkeit von den ver-
wendeten Phasensystemen auf den Prinzipien der Adsorption, der Massenverteilung, des
lonenaustauschs, des Molekiilgrofienausschusses oder auf stereochemischen Wechselwir-
kungen.

Bewertungskriterien und Eignung des Systems miuissen beschrieben sein. Hierzu sind fol-
gende Parameter zu beachten:

Leistungsfahigkeit der Saule: Retentionszeit, Massenverteilungsverhaltnis, Auflésung, Peak-
Symmetriefaktor, Chromatographiebedingungen (cave: Anderungen): mobile Phase (Zu-
sammensetzung und pH), stationdre Phase (Saulenlange, innerer Durchmesser, Porositat,
Art und GréRRe der Teilchen), Wellenlange des Detektors, Durchflussrate, Temperatur, Druck,
Einspritzvolumen.

Systemeignung (Minimalforderungen): Peak-Symmetriefaktor 0,8 — 1,5; Wiederholprazision
fur Gehaltsbestimmungen; Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze fir einen Peak bei der
Prifung auf verwandte Substanzen: Signal-Rausch-Verhaltnis mind. 3 bzw. 10.

Fremde Agenzien unter Verwendung von Kiiken/Ph.Eur. 2.6.6 — Prifung von Impfstoffen
auf fremde Agenzien durch i.m.-Injektion und i.o. Verabreichung an Kiken, die aus SPF-
Bestanden (spf = specific pathogen free) stammen.

Fremde Agenzien in Virus-Lebend-Impfstoffen fiir Menschen/Ph.Eur. 2.6.16 — Bei den
Prifungen, die eine vorherige Virusneutralisation erfordern, werden spezifische ,Antikérper
verwendet, die nicht vom Menschen oder Affen stammen. Falls das Virus in Gefligelgewe-
ben vermehr wurde, dirfen die Antikdrper au3erdem auch nicht vom Geflligel stammen. Um
das Antiserum herzustellen, wird ein immunisierendes Agens verwendet. Das Antigen ist frei
von fremden Agenzien und wird in einer Zellkultur einer Art, die nicht fir die Herstellung des
Impfstoffs verwendet wurde, hergestellt. Falls die Verwendung von SPF-Eiern vorgeschrie-
ben ist, missen die Eier von Herden stammen, die den Anforderungen an Hihnerherden,
frei von spezifizierten, pathogenen Mikroorganismen, zur Herstellung und Kontrolle von
Impfstoffen entsprechen.

Fremdviren unter Verwendung von Bruteiern /Ph.Eur. 2.6.3 — Impfung von SPF-Eiern, 7-
tatige Beobachtung, Untersuchung der Embryonen auf Todesfalle und Anomalien.

Fremdviren unter Verwendung von Zellkulturen/Ph.Eur. 2.6.5 — Impfung von Zellkulturen
aus Nierenzellen von Kuken oder aus Leberzellen von Hihnerembryonen aus SPF-Herden.
Untersuchung auf zytopathische Effekte und Hamadsorption.

Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie/high performance liquid chromatography/
HPLC / Ph.Eur. 2.2.29 - Eine instrumentelle Trenntechnik, die verwendet wird, um die Rein-
heit eines biotechnisch hergestellten Produkts zu charakterisieren oder zu bestimmen, indem
das Produkt (oder seine Peptide oder Aminosauren) geldst in einer flissigen Phase Uber
eine chromatographische Saule mit fester Matrix gegeben wird. Die Art der Trennung, d.h.
Umkehrphase, lonenaustausch, Gelffiltration oder hydrophobe Interaktion, wird durch die
Saulenmatrix und die mobile Phase bestimmt (siehe auch Fllissigchromatographie, LC).

Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) - HIC wird in stark salzigem Medium
durchgefiihrt, indem die hydrophoben Teile eines Proteins an eine leicht hydrophobe Ober-
flache gebunden werden, die chemische Gruppen wie Phenyl- oder kurzkettige Kohlenwas-
serstoffe enthalt. Das Protein kann in einem Gradienten abnehmenden Salzgehalts eluiert
werden, wobei das am starksten hydrophobe Protein zuletzt eluiert wird.

Immunchemische Methoden (Ph.Eur. 2.7.1) - Inmunchemische Methoden beruhen auf der
selektiven, reversiblen und nichtkovalenten Bindung von Antigenen mit Antikérpern. Sie wer-
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den zum Nachweis oder zur Bestimmung von Antigenen oder Antikdrpern eingesetzt. Hierzu
gehoren auch Methoden, bei denen ein markiertes Antigen oder ein markierter Antikorper
verwendet wird. Als Marker kommen z.B. Enzyme, Fluorophore, Luminophore oder Radio-
Isotope in Frage.

Immunprazipitationsmethoden sind Methoden, bei denen ein unmarkiertes Antigen oder ein
unmarkierter Antikérper verwendet wird (Immundiffusion s.u.). Sie beruhen auf Flockungs-
und Prazipitationsreaktionen. Wenn eine Losung eines Antigens unter geeigneten Bedingun-
gen mit seinem zugehorigen Antikdrper gemischt wird, bilden die Reaktanden Aggregate, die
ausflocken oder ausfallen.

Immunelektrophorese (IE) ist eine Technik, die zwei Methoden miteinander kombiniert: Gele-
lektrophorese mit darauffolgender Immundiffusion (s.u.).

Immunoassay — Eine qualitative oder quantitative Prifmethode , die auf der Messung von
Interaktionen von Antikérpern und Antigenen von hoher Affinitat beruht, um Proteine zu iden-
tifizieren und zu quantifizieren.

Immunoblotting — Eine Technik fir den Transfer von Antikérpern/Antigenen von einem Gel
auf eine Membran (z. B. Nitrocellulosefilter), auf dem sie mit ihrem komplementaren Anti-
gen/Antikérper komplexiert werden kénnen.

Immunodiffusion (einzeln) — Eine identische Diffusionsmethode, wobei das Produkt (Anti-
gen) in ein Réhrchen verbracht wird, das in ein Medium wie Agar gesteckt wird, das seinen
komplementaren Antikorper enthalt. Das Produkt diffundiert in das Medium und bildet ein
ringférmiges Prazipitat, dessen Dichte von der Antigenkonzentration abhangt.

Immunodiffusion (doppelt, Ouchterlony-Technik) — Eine Technik, bei der ein Antigen und
Antikérper in zwei benachbarte Réhrchen verbracht wird, die in ein Medium wie Agar ge-
steckt werden. Bei der Diffusion durch das Medium bilden sie sichtbare Prazipitats-Linien der
Antigen/Antikérper-Komplexe an dem Punkt, wo die entsprechenden Konzentrationen fir die
Komplexierung optimal sind.

lonenaustauschchromatographie/(ion exchange chromatography/IEC — Grundlage flr
den lonenaustausch ist die kompetitive Wechselwirkung geladener lonen: Ein Probenmole-
kil konkurriert mit Salz-lonen um die geladenen Positionen auf einer lonenaustauscher-
Matrix. Die Methode ist fir Proteine gut geeignet, da Proteine in Abhangigkeit vom pH-Wert
negative oder positive Ladungen tragen. Hierflr sind einerseits die N-terminale Amino- und
die C-terminale Carboxylgruppe, sowie die Seitenketten der Aminosauren Lysin, Arginin und
Histidin bzw. Asparaginsaure und Glutaminsaure verantwortlich.

Isoelektrische Fokussierung (IEF)/Ph.Eur. 2.2.54 — Eine elektrophoretische Methode, die
Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt trennt. Sie bewegen sich durch ein Medium mit
pH-Gradient in einem elektrischen Feld, bis sie sich an ihrem isoelektrischen Punkt befinden,
wo sie keine Ladung tragen. Vor dem Erreichen des isoelektrischen Punkts hangt die
Beweglichkeit des Proteins von der Grélde, der Konformation, den Stufen des pH-Gradienten
und dem Spannungsgradienten ab. Diese Methode kann zur Identifizierung und zur Grenz-
prufung (inkorrekte oder alterierte Formen eines Proteins als auch einer Proteinverunreini-
gung) eingesetzt werden.

Bei der Durchfihrung und Validierung der Methode sind folgende Gesichtspunkte zu beach-
ten: Art der Gele, Auftragen der Proben, stabiler pH-Gradient, wirksame Kihlung der Unter-
lage, Entwicklung der Gele, Vergleich mit Referenzsubstanz und |EF-Proteinen zur Kalibrie-
rung.

Kapillarelektrophorese/Ph.Eur. 2.2.47 - Physikalische Analysenmethode, die auf der
Wanderung einer geladenen, in einer Elektrolytldsung gelésten Substanz innerhalb einer
Kapillare unter dem Einfluss eines elektrischen Gleichstromfeldes beruht. Sie wird haufig als
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komplementare Methode zur HPLC verwendet, insbesondere fiir das Peptidmapping. Diese
Technik ist schneller und trennt oft Peptide, die bei der HPLC gemeinsam eluiert werden. Die
Nachweisempfindlichkeit ist wegen des kurzeren Lichtweges durch die Kapillare bei glei-
chem Detektionsverfahren allerdings geringer als bei der HPLC.

Kapillarelektrophorese in freier Ldsung: Hier werden die Bestandteile in einer Kapillare ge-
trennt, die nur eine Pufferldsung ohne jeden Zusatz, der einer Konvektion entgegenwirkt,
enthalt. Die Trennung mit dieser Technik beruht darauf, dass die unterschiedlichen Bestand-
teile der zu prifenden Substanz als diskrete Banden mit unterschiedlichen Geschwindigkei-
ten wandern.

Kapillar-Gelelektrophorese: Hier findet die Trennung in einer mit einem Gel gefillten Kapilla-
re statt, die als Molekularsieb wirkt. Bei einem gegebenen Ladungs-Masse-Verhaltnis wan-
dern dabei kleinere Bestandteile in der kapillare schneller als groRere. Die Kapillar-
Gelelektrophorese kann fir die Trennung von biologischen Makromolekuilen (Proteine, DNA-
Fragmente) entsprechend ihrer relativen Molekilmassen verwendet werden.

Isoelektrische Fokussierung in Kapillaren: Die Molekilile wandern unter dem Einfluss eines
elektrischen Feldes, solange sie geladen sind und in einem pH-Gradienten, der durch in dem
Trennpuffer geléste Ampholyte mit einem pl-Wert in einem weiten Bereich gebildet wird. Die
drei wesentlichen Schritte sind: Beladen, Fokussierung, Mobilisation.

Leukoseviren/Ph.Eur. 2.6.4 - Verimpfung des Impfstoffs auf Hihnerembryo-
Fibroblastenkulturen, die nachweislich die Vermehrung von Leukoseviren ermdglichen. Nach
9-tatiger Beobachtung und Aufarbeitung wird ein Komplementbindungs-Test auf gruppen-
spezifisches Geflligelleukose-Antigen durchgeflihrt.

Massenspektrometrie — Eine Technik, die flr die Analytik von Primarstrukturen nitzlich ist,
indem die Moleklilmasse von Peptiden und kleinen Proteinen bestimmt wird. Sie wird oft
gemeinsam mit dem Peptidmapping eingesetzt, um die Peptidzusammensetzung zu identifi-
zieren. Sie ist auch nutzlich um Disulfidbriicken zu lokalisieren und Modifikationen zu erken-
nen. Die Massenspektrometrie wird haufig nach vorangegangener chromatographischer
Trennung in direkter Kopplung mit der HPLC eingesetzt (LC/MS-Kopplung). Fir Proteine und
Peptide werden hierbei schonende lonisationsverfaren wie ESI (electrospray ionisation) ein-
gesetzt, die es erlauben, die Molekile ohne weitere Zersetzung in die Gasphase zu bringen.

Mikrobiologische Priufung nicht steriler Produkte: Zahlung der gesamten vermeh-
rungsfihigen Keime/Ph.Eur. 2.6.12 — Die Priifung wird in der Biotechnologie zur Uberwa-
chung der Qualitat von Ausgangsstoffen, Zwischen- und Fertigprodukten und zur Prozessva-
lidierung angewendet. Die Ausfuhrung der Prifungen einschliellich der einzusetzenden
Probenanzahl und die Interpretation der Ergebnisse kénnen zwischen dem Hersteller und
der zustandigen Behdrde vereinbart werden.

Mikrobiologische Priifung nicht steriler Produkte: Nachweis spezifizierter Mikroorga-
nismen/Ph.Eur. 2.6.13 — In dieser allgemeinen Methode wird die Benutzung bestimmter
selektiver Nahrmedien vorgeschlagen. Allgemeines Merkmal aller selektiven Nahrmedien ist,
dass mit ihnen keine subletal vorgeschadigten Mikroorganismen nachgewiesen werden kon-
nen. Da solche vorgeschadigten Mikroorganismen flr die Qualitat eines Produkts entschei-
dend sind, muss das Priifverfahren, das auf selektiven Nahrmedien basiert, eine Mdglichkeit
zur Reaktivierung beinhalten. Falls das zu prifende Produkt antimikrobielle Eigenschaften
besitzt, missen diese ausreichend neutralisiert werden.

Mycoplasmen/Ph.Eur. 2.6.7 — Fur die Prifung auf Mycoplasmen in MCB, WCB, Virussaat-
gut oder Kontrollzellkulturen wird sowohl der Kulturnachweis als auch der Nachweis der My-
coplasmen-DNA in Zellkulturen mikroskopisch mittels Fluoreszenzfarbstoffs durchgefihrt.
Fir die Prafung der Virusernte, des fertigen Impfstoffs als Bulk oder der Fertigzubereitung
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erfolgt die Prifung im Kulturnachweis. Falls erforderlich kann der Nachweis der Mycoplas-
men-DNA in Zellkulturen mittels Fluoreszenzfarbstoffs zur Uberpriifung der Medien verwen-
det werden.

Es mussen unterschiedliche Nahrmedien ausgewahlt werden. Jede neue Nahrmediencharge
muss auf ihre Wachstumseigenschaften geprift werden. Das Produkt muss auf Hemmstoffe
untersucht werden. Die beimpften Nahrmedien werden je zur Halfte unter aeroben oder
mikroaerophilen Verhaltnissen bebritet. Die Auswertung erfolgt unter Einbeziehung von Po-
sitivkontrollen.

Northern Blot — Eine Technik fur den Transfer von RNA-Fragmenten von Agarose-Gel auf
einen Nitrocellulose-Filter, auf dem sie zu einer komplementaren DNA hybridisiert werden
kénnen.

Peptidkartierung/peptide mapping — Eine Technik, bei der Proteine durch hochspezifische
Enzyme in Peptide gespalten werden. Die Enzyme spalten die Proteine an vorhersagbaren
und reproduzierbaren Aminosaure-Stellen und die resultierenden Peptide werden per HPLC
oder Elektrophorese aufgetrennt. Die Peptidliste einer Probe wird mit der einer Referenzpro-
be verglichen, was ein Schritt zur Bestatigung der Produktidentitat ist. Der Test wird auch fur
die Bestatigung von Disulfidbriicken, zur Lokalisierung von Kohlenhydratgruppen, zur Se-
quenzanalyse und fur die Identifizierung von Verunreinigungen und Proteinabbau eingesetzt.
Die Identitatsbestimmung kann durch massenspektrometrische Analyse der Peptidbruchsti-
cke, haufig in online-Kopplung mit der HPLC oder CE, weiter abgesichert werden.

Proteinquantifizierung/Gesamtprotein/Ph.Eur.2.5.33 — Die Quantifizierung der Gesamt-
menge an Protein kann durch eine Reihe von Prifungen erfolgen. Keine Methode ist besser
als die anderen; jede hat ihre Vor- und Nachteile, angefangen von der fir den Test erforder-
lichen Proteinmenge bis zum Problem mit der Unterschiedlichkeit von Proteinen. Manche
Typen verwenden Lowry, Bicinchonsaure (BCA), Bradfort, Biuret, Kjeldahl und UV.

Pyrogene/Ph.Eur. 2.6.8 — Bei der Prifung wird der Anstieg der Kérpertemperatur bei Kanin-
chen gemessen, der nach intravendser Injektion einer sterilen Lésung der zu prifenden
Substanz hervorgerufen wird. Die Tiere missen vorschriftsmaRig ausgewahlt und gehalten
werden. Die Prifung besteht aus einer Vorprifung der Tiere und einer Hauptprifung mit ei-
ner Gruppe von 3 Kaninchen. Die Bedingungen flir Wiederholungsprifungen sind in der Mo-
nographie festgelegt.

Radioimmunoassay (RIA) — Ein Oberbegriff fir Inmunoassays, die entweder auf dem Anti-
gen oder dem Antikdrper eine radioaktive Markierung tragen. Ubliche Markierungen sind |
125 und H 3, die fir die Detektion und die Quantifizerung verwendet werden. Klassische RI-
As sind kompetitive Bindungs-Tests, wo das Antigen und das markierte Antigen um eine be-
stimmte limitierte Anzahl von Bindungsstellen auf dem Antikdrper konkurriert. Der markierte,
an den Antikérper gebundene Komplex ist umgekehrt proportional zur Konzentration des
Antigens.

SDS PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)/ Ph.Eur. 2.2.31
Eine elektrophoretische Trennung von Proteinen basierend auf deren Molekulargewicht.
Durch die Addition von SDS erhalten die Molekiile eine einheitliche negative Ladung. Unter
diesen Bedingungen erlaubt die Wanderung durch die Gelmatrix zur Anode eine Trennung
nach GréRe nicht nach Ladung, wobei die kleinen Moleklle am weitesten wandern. Die
Technik ist nicht verlasslich flr Molekulargewichte unter 8000.

Die Proteine werden durch Coomassie Blau oder Silber angefarbt oder kbnnen auf Membra-
nen zur spezifischen Antigen/Antikérper-Prifung weitertransferiert werden.
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Southern Blot — Technik fir den Transfer von DNA-Fragmenten von Agarose-Gel auf eine
Membran (z. B. Nitrocellulosefilter), auf der sie zu einer komplementaren DNA hybridisiert
werden konnen.

Sterilitatspriifung/Ph.Eur. 2.6.1- Die Prufung ist bei Substanzen, Zubereitungen oder Pro-
dukten durchzuflhren, flir die Sterilitat vorgeschrieben ist. Die Prifung hat unter aseptischen
Bedingungen entsprechend den EG-GMP-Regeln zu erfolgen. Die Prufung kann mit der
Membranfilter-Methode oder der Direktbeschickungsmethode unter Einbeziehung von Nega-
tiv-Kontrollen durchgefiihrt werden. Alternative Methoden sind erlaubt, sofern das geprifte
Material den Anforderungen des Arzneibuchs entspricht.

Umkehrphasenchromatographie/reversed phase chromatography - Eine chroma-
tographische Trennmethode, die auf einer stationaren Saulenphase mit unpolarer hydropho-
ber Oberflache beruht. Die Retention ist proportional zu den hydrophoben Reaktionen zwi-
schen Losung und Oberflache. Die Retention ist ungefahr proportional zur Lange der gebun-
denen Kohlenstoffkette.

UV-Vis-Spektroskopie/Ph.Eur. 2.2.25 — Eine quantitative Technik fiir Proteine, indem deren
unterschiedliche Absorptionsspektren entsprechend der Anwesenheit von Seitenkettenchro-
mophoren (Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin) genutzt wird. Da diese Absorption linear
ist, kbnnen hochgereinigte Proteine durch ihren molaren7 Extinktionskoeffizienten quantifi-
ziert werden. Die Methode ist nicht sehr selektiv, da Verunreinigungen haufig ebenfalls im
UV-Bereich absorbieren.

Western Blot — Dieser Test wird eingesetzt, um kontaminierende Zellsubstrate zu detektie-
ren und rekombinante Polypeptide zu bewerten. Nach elektrophoretscher Trennung werden
die negativ geladenen Proteine (die Antigene) elektrophoretisch von Polyacrylamidgel auf
eine Nitrocellulosemembran transferiert, die auf der Anoden-Seite des Gels positioniert ist.
Durch anschliefende Inkubation der Membrane mit einem spezifischen Antikérper werden
sie mit einem anderen Antikorper fur die Detektion markiert.

Zirculardichroismus/Ph.Eur. 2.2.41 — Die Zirculardichroismus-Spektroskopie (CD) analy-
siert die Absorption von linear polarisiertem Licht durch geldste chirale Proteine in Abhangig-
keit von der Wellenlange. Sie wird fur die fur die Bestimmung der Sekundarstruktur und
Quantifizierung spezifischer Strukturformen (a-Helix, B-gefaltetes Blatt, zufallige Spirale) in-
nerhalb eines Proteins verwendet. Die resultierenden Spektren werden mit den Spektren der
natirlichen Proteinform oder dem Referenzstandard des rekombinanten Produkts verglichen.
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7 Herstellung Priufung im Lohnauftrag

Siehe Aide mémoire ,Uberwachung von Arzneimittelherstellern®

8 Beanstandungen und Produktriuckruf

Siehe Aide mémoire ,Uberwachung von Arzneimittelherstellern*

9 Selbstinspektion

Siehe Aide mémoire ,Uberwachung von Arzneimittelherstellern®
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