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PAT – Process Analytical Technology

„The Agency considers
PAT to be a system for

- designing,
- analyzing, and
- controlling

manufacturing through
timely
measurements (i.e.,
during processing) of
critical quality
and performance
attributes of raw and in-
process mate-
rials and processes,
with the goal of
ensuring final
product quality.”

„A hatóság a PAT
rendszert arra szánja,
hogy

megtervezze,
analizálja,
és szabályozza

a termelést azonos idejű
(termelés alatti)
mérésekkel , melyek a
nyersanyagoknak és az
eljárásnak a kritikus
minőségi és
teljesítménybeli
paramétereire irányul
abból a célból, hogy
biztosítsa a végtermék
minőségét.



PAT – a QbD-ben kitűzött célok

megvalósításának eszköze!

Folyamatelemző és szabályozó technológia,

melynek célja a jól kézben tartott, robusztus,

kis változékonyságot mutató termelési

folyamat megvalósítása.

Egy másik definíció …
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A PAT helye a QbD-ben

Anyagok Eljárás Termék

Az eljárás
beállított

paraméterei CPP Szabályozott
minőségű

termék

Eljárás monitorozás
& szabályozás

Változó, de részben
ismert és felderített
bemenetek

PATCMA + CPP CQA

5PAT

PAT



Labor
Techn.

Fejlesztés

A molekula
minősége

Várható
COG

Stabilitás

Méret
növelés
fel és le

Techn.
transfer
fel és le

Beruházási
kockázat

Fizikai
megvalósulás

Műszaki
engedélyez

-tetési
kockázat

Üzemesítés

A technológia

Szabályoz-
hatósága

Ismétel-
hetősége

Ellenőriz-
hetősége
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Példa a Mab technológia léptéknövelhetőségére
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Klasszikus
kockázati
paraméterek
a kockázat
mennyiségi
meghatározá
sához

:
Paraméter név Angol név Definíció
Hatás erősség Impact,

Severity
Mi történik, ha a
hatás bekövetkezik?

Előfordulás Probability Mi a valószínűsége a
hatás
bekövetkezésének?

Észlelhetőség Detectibility Könnyen lehet mérni
a hatást?

Ennek
megfelelően
a kockázat
csökkentésé
nek
módszerei

1. A kockázat kvantifikálása, számszerűsítése
2. A Pareto elv* szerinti vizsgálata
3. Ellenintézkedések és a kockázat minimalizálása

Hatáserősség és előfordulás csökkentése PAT!
Észlelhetőség maximalizálása PAT!

* A Pareto-elv, más néven a 80–20 szabály kimondja, hogy számos jelenség esetén a
következmények 80%-a az okok mindössze 20%-ára vezethető vissza.

A kockázatok számszerűsítése és kezelése
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A PAT segítségével megvalósítható
RTF (Right in First Time)  célkitűzés előnyei

- Biztosítja a minőséget

- Növeli a beszállítás megbízhatóságát

- Csökkenti a költségeket

- Csökkenti a beruházást

- Csökkenti a ciklusidőt

- Növeli a kapacitás kihasználást

- Átalakítja a szervezet működését az utólag reagálóból (reactive)

előre gondoskodóvá (proactive) a megalapozott előrejelzések

(prediction) segítségével
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- Az eljárás fejlesztése gyorsabb lehet, mert a tudás az eljárásról mélyül.

- Lehetőséget ad bizonyos flexibilitásra a törzskönyvezés után is,
amíg a PAT által kezelt paraméterek értékei a Design Space-en
belül vannak.

- Folyamatos validálás

- A „desired state”- 6 folyamat              6 végtermék,
minimális végső QC-vel, kevesebb hatósági ellenőrzés

- Termékfelszabadítás a termelési folyamat megfelelősége
alapján (real-time release, parametric release)
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A PAT további előnyei
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Eszköz kategória Módszer
Statisztikai és

matematikai
módszerek

DoE (Design of Experiment)
Mintázat felismerés (Pattern recognition)
Sokváltozós adatelemzés (MVA), PCA, PLC.

Analitikai eszközök
(real time)

NIR, Raman, HPLC, oldott oxigén, CO2, pH,
stb.

Szoftver támogatás Matlab
Excel
SIMCA

Kontroll technológia Feedback, feedforward, real-time adaptive,
model predictive control

A PAT eszközei (PAT tools)



Az eljárások monitorozása (PAT analitikai eszközök)
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I n -L i n e

O n -L in e

O f f -L i n e

Sp e c t r o m e t e r

Sp e c t r o m e t e r

A t -L i n e

Sp e c t r o m e t e r

Lab/off-line
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A NIR és a Raman módszer előnyei a upstreamben
történő PAT alkalmazásban

Azonos idejű információ (real-time analysis)
Steril környezet (non-invasive)
Zártkörű szabályzás
Az eljárás jobb megismerésének lehetősége
Biztosabb egyenletesebb termék
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Példa a PAT downstream-ben való alkalmazására

PAT alkalmazása a down-stream folyamatban. A külön
szedett frakciókat on-line HPLC készülék analizálja, és az
eredmény alapján automatikusan történik a jó frakciók
összeöntése
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A PAT alkalmazása downstreamben

A külön szedett
frakciókban UV elnyelés
alapján (280 nm)
állapítják meg a termék
gazdasejt fehérjétől való
elválását.

A. Alapvonalig történő
elválasztás

B. Nem teljes
elválasztás, a HCP és
a termék egy része
átfedő.



PAT egy biotechnológiai rendszerben

e.g. NIR spektrum
Multi Variate Analysis
Principal Componen-sek meghatározása

A PAT a CPP-k monitorozásával és szabályozásával biztosítja a
CQA-k kívánt értékét
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PCA – egy PC az idő függvényében

Az eljárás ismételhetőségének vizsgálata a több paraméterből
egyesített  egy „principal komponens” időbeli változása alapján.
Egy 2 literes és egy 2000 literes emlős sejt tenyésztés együttes
vizsgálata
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Az eljárás ismételhetőségének vizsgálata a több paraméterből
egyesített két „principal komponens” által meghatározott
térben
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PCA – két PC alkalmazása
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PAT mérnök állásajánlat



Bioanalitika:

a szemünk, amivel a biomolekulákat látjuk
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Analitikai célok Kinek készül ?

Jellemzés Fejlesztők, hatóság

Technológiai kialakítás a
célmolekulához igazodóan

Fejlesztők, hatóság

A gyártás állandóságának
biztosítása

Gyártók, hatóság

A stabilitás ellenőrzése és
bizonyítása

Fejlesztők, gyártók, hatóság

Analitikai célok



Információk Tulajdonság Megjegyzés

Szerkezeti
információk

Intakt fehérje szerkezeti
azonosság

Primer, szekunder, tercier,
quaterner

Glikán profil cukormintázat

Tisztasági
információk

Tisztaság A célfehérje %-az össz
fehérjében

Szennyezésprofil HCP, HCDNA, kismol.
(gyártás eredetű szenny.)

Töltésvariánsok Termék eredetű szennyezés
Aggregáció Termék eredetű szennyezés
Oxidáció Termék eredetű szennyezés

Mennyiségi
információk

Koncentráció, mennyiség

Biológiai aktivitás Sejtekre való hatás,
fehérjékhez való kötődés

In vitro (labortesztek)
In vivo (állatok és klinika)

Vizsgálandó rekombináns fehérje tulajdonságok



nálkml

Biológikumok analízise ortogonális módszerekkel



Fehérje szerkezet vizsgálatok

Szerkezeti szintek Vizsgált
tulajdonság

Módszer

Primer szerkezeti
vizsgálati
módszerek

Aminosav
sorrend

LC-MS/MS, Peptide maping, Intakt
tömeg, izoelektromos pont
meghatározás

Másodlagos
szerkezeti vizsgálati
módszerek

-hélix, redő,
rendezetlen)

Formák
arányának
megállapítása

Cirkuláris Dikroizmus,
Hidrofób tul. vizsg. kromatográfiával,
H atomok iránya NMR-el ,
Fehérje kitekeredés DSC-vel,

Harmadlagos
szerkezeti vizsgálati
módszerek

A helixek és
redők
egymáshoz való
elhelyezkedése

Fluoreszcens spektroszkópia, NMR,
DSC, Hidrofób krom.

Negyedleges
szerkezeti vizsgálati
módszerek

Több polipeptid
lánc
kapcsolódása és
egymáshoz való
helyzete

Reduktív és non-reduktív SDS-PAGE
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Fehérjetérképezés, peptide mapping – primer szerkezet

Minta és referencia minta (fehérjék) összehasonlítása RP-HPLC-vel
proteolitikus emésztést követően:

Oszlop: YMC ODS-AQ 5 um, 100 x 2,1 mm; 60 oC
A eluens: 0.5 ml TFA + 950 ml H2O + 50 ml AcN
B eluens: 0.5 ml TFA + 50 ml H2O + 950 ml AcN



Fluorescens spektroszkópia – szekunder és tercier szerkezet
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Nem csak a triptofán…
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A glikoziláció:  pl. Mab glikoziláció

A glikoziláció
helye:
Asn, Ser, Thr ,
(Lys)



Glikán analízis

Ép glikoproteinek
analízise

Glikopeptidek
analízise

Felszabaduló
glikánok
analízise

Monoszaharidok
analízise

MS, CE, IEX-HPLC, SEC-HPLC, SDS-PAGE
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Jelöletlen
glikánok

Jelzett
glikánok

LC/MS v.
CE/MS

jelölés

HPAEC-PAD,
MSdeszializálás

Fluorofór jelölés

HPAEC-PAD, MS

LC, CE
Jelzett
glikánok



Glikán analízis

HPAEC-PAD: High-performans-anion-exchange-chromatography
with pulsed amperometric detection

A pulzáló amperometrikus
detektálás lényege: három
lépéses hullámszerű
potenciálváltozás 1 mp-en
belül, arany elektródon.
Az amperometriás
detektálást anódos és
katódos polarizációs
pulzusok követik, amelyek
oxidatív majd reduktív
környezetet hoznak létre a
felületen. Ezzel letisztítják
és reaktiválják az elektród
felületét.

Speciális, nagyon kis szemcséjű
anioncserélő gyanta.



Bioassay-k alapelve: hatás élő sejten

Aktív hatóanyag

Indukció,
Gátlás,
Stb.

Mérhető válasz:
Sejtszám,
Fluoreszcens jel,
Fényelnyelés
Stb.

Relatív biológiai aktivitás
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Bioassay-k kivitelezése

Fehérjeminták összehasonlítása élő sejtekre való hatásuk alapján

Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity



Kötési tesztek

Surface Plasmon Resonance (SPR):

Fehérjeminták összehasonlítása felülethez immobilizált
molekulákhoz való kötésük alapján
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Amikor a polarizált fény
fotonjának energiája éppen
jó, kölcsönhatásba lép az
arany felület szabad
elektronjával és egyfajta
fényelnyelés történik. (A
plasmon az elektron
sűrűséghullám részecske
formájának a neve.)

A módszer: jelölésmentes,
azonos idejű (real-time),
kinetikai mérésekre alkalmas



Kötési tesztek
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A lézer fény mérhető refraktív index változást szenved az
arany felületén, ha az arany másik oldalán tömegváltozás
történik. Pl. egy felülethez lekötött fehérje befog v.milyen
molekulát a felette lévő oldatból.



Kötési tesztek

Mennyire specifikus a reakció?
Milyen gyors a reakció (ka)?
Milyen stabil a komplex (kd)?
Milyen erős a komplex (Kd)?
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Kötési teszt – fényinterferencián alapuló detektálás



Kötési teszt – fényinterferencián alapuló detektálás



Köszönöm a figyelmet !


