Technoldgia és termek fejlesztés,
INNOVAacio
(BMEVEMBM402)

2. Rész: Process Analytical Technology és Bioanalitika

2016. november

BALLAGI ANDRAS, PhD.

Tudomanyos szaktanacsado
Richter Gedeon NyRT.

Cimzetes egyetemi tanar
Gyogyszertechnoldgiai Modell Laboratérium

Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetem




Tartalom

- Mi a Process Analytical Technology - PAT?

- A PAT helye a QbD-ben?

. A kockazatok és azok minimalizalasa

- A PAT szerepe a kockazatok csOkkentésében
- PAT eszk0zok és alkalmazasuk biotechnoldgiai rendszerekben
- A PAT hasznalata a CPP-k ellenOrzesére es szabalyozasara

- A PAT egyszerusitett hasznalata a PCA hasznalataval



PAT — Process Analytical Technology

Guidance for Industry
PAT — A Framework for
Innovative Pharmaceutical

Development, Manufacturing,

and Quality Assurance
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,»1he 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 hatésag a PAT
rendszert arra szanja,

hogy

megtervezze,
analizalja,
és szabalyozza

a termelést azonos idejl
(termelés alatti)
mérésekkel , melyek a
nyersanyagoknak és az
eljarasnak a kritikus
minGseéqgi és
teljesitménybeli
paramétereire iranyul
abbol a celbdl, hogy
biztositsa a végtermeék
mindséget.



Egy masik definicio ...

PAT — a QbD-ben kitlzott célok

megvaldsitasanak eszkoze!

Folyamatelemz0O és szabalyozo technologia,
melynek célja a jol kézben tartott, robusztus,
kis valtozekonysagot mutato termelési

folyamat megvalositasa.



A PAT helye a QbD-ben

Termeék
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Technologiai kockazatok amelyekben a PAT se
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Drug forrare dtsease
is popular, but U.S.
- blocks key factory
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It usually is good news when a

bictechnclogy company reporis
strong demand for one of its new
and expansive drugs.

But in the case.of Genzyme
Corp,, the rising use of its treat-
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A kockazatok szamszerulsitése és kezelése

Klasszikus ; e _ -

kockazati Hatas erosseg Impact, Mi torténik, ha a

paraméterek Severity hatas bekovetkezik?

a kockazat ElGfordulas Probability Mi a valoszinlsége a

mennyiségi hatas o

meghataroza bekovetkezésenek?

sihoz Eszlelhet6ség Detectibility Kénnyen lehet mérni
a hatast?

Ennek . el Az , e s

megfelelden 1. A kockazat kvantifikalasa, szamszerudsitése

2 kockazat 2. A Pareto elv* szerinti vizsgalata

csbkkentésé 3. Ellenintézkedések és a kockazat minimalizalasa

nek Hataser0sség es el6fordulas csbkkentése PAT!

modszerei Eszlelhet6ség maximalizalasa PAT!

zerel

* A Pareto-elv, mas néven a 80-20 szabaly kimondja, hogy szamos jelenség esetén a

kovetkezmények 80%-a az okok minddssze 20%-ara vezethetd vissza.



A PAT segitségevel megvaldsithato
RTF (Right in First Time) célkitlizés elonyei

- Biztositja a minGseget

- Noveli a beszallitas megbizhatdésagat

- CsOkkenti a koltsegeket

- CsOkkenti a beruhazast

- CsOkkenti a ciklusidot

- NOveli a kapacitas kihasznalast

- Atalakitja a szervezet mikodését az utdlag reagalébol (reactive)
eldére gondoskodova (proactive) a megalapozott elOrejelzések

(prediction) segitségevel



A PAT tovabbi elbnyei

- Az eljaras fejlesztése gyorsabb lehet, mert a tudas az eljarasrol melyul.

- LehetOséget ad bizonyos flexibilitasra a torzskonyvezeés utan is,

amig a PAT altal kezelt paraméterek ertékei a Design Space-en
belll vannak.

Folyamatos validalas

- A, desired state”- 6o folyamat —— 60 végtermek,
minimalis végso QC-vel, kevesebb hatosagi ellendrzés

- Termékfelszabaditas a termelési folyamat megfelelosege
alapjan (real-time release, parametric release)

10



A PAT eszkOzel (PAT tools)

Statisztikal és
matematikal
modszerek

Analitikai eszkdzok
(real time)

Szoftver tamogatas

Kontroll technologia

DoE (Design of Experiment)
Mintazat felismerés (Pattern recognition)
Sokvaltozos adatelemzés (MVA), PCA, PLC.

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

Matlab
Excel
SIMCA

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



Az eljarasok monitorozasa (PAT analitikai eszk6z06Kk)
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A NIR és a Raman modszer elonyei a upstreamben

tortéend PAT alkalmazasban

Azonos ideju informacio (real-time analysis)

Steril kornyezet (non-invasive)

Zartkord szabalyzas

Az eljaras jobb megismerésének lehetb6sége

Biztosabb egyenletesebb termeék
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Példa a PAT downstream-ben valo alkalmazasara
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PAT alkalmazasa a down-stream folyamatban. A kilon
szedett frakcidkat on-line HPLC készullek analizalja, es az
eredmeny alapjan automatikusan tortenik a jo frakciok
OsszelOntése



UV Absorbance at 280 nm

UV Absorbance at 280 nm

A PAT alkalmazasa downstreamben

A
/ Product
Host cail Pooling cuts basad
protedns / on UV absorbance
Process time
B / PO
Product
elated
:'np-unly Pooling cuts based

/mwmmanue

Process time

A kulon szedett
frakciokban UV elnyeles
alapjan (280 nm)
allapitjak meg a termék
gazdasejt feherjetol valo
elvalasat.

A. Alapvonalig torténé
elvalasztas

B. Nem teljes
elvalasztas, a HCP és
a termék egy resze
atfedo.



PAT egy biotechnoldgiai rendszerben

A PAT a CPP-k monitorozasaval es szabalyozasaval biztositja a
CQA-k kivant értékét

Real-time
release _
Classic control Lab
Closed loop Temb.. bH. pO2 LIMS
control  pressure, ...
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Multi Variate Analysis
e.g. NIR spektrum | | Principal Componen-sek meghatarozasa




PCA — egy PC az id0 fuggvenyeében

Az eljaras ismételhetGsegének vizsgalata a tobb paraméterbodl
egyesitett egy ,,principal komponens” idObeli valtozasa alapjan.

Egy 2 literes és egy 2000 literes eml0s sejt tenyesztés egylttes
vizsgalata

6 1 2 3 4 5 6 7 B 9 W1 12 1B W
Time (shifted and normalized)




PCA — két PC alkalmazasa

Az eljaras ismételhet6ségének vizsgalata a tobb paraméterbdl
egyesitett két ,,principal komponens” altal meghatarozott
térben

(O Batch Start Batch Endpoint (out of spec) O Batch Endpoint (in spec)

O Bartch Endpoint (Product quality reached)

Batch 1

o
Batch5  Batch 4 \-

-'.\
O Batch 2

0 i
\

Batch 3



PAT meérnok allasajanlat

Phone +1 BF T 229-3727
WwWw Ccareer_bayer.us

Process Analytical Technology
Engineer I 0000102068

YOUR TASKS AND RESPONSIBILITIES

The primary responsibility of this role, as Process Analytical Technology Engineer is to use

quantitative analysis in conjunction with scientific and engineering knowledge in order to Bayer is an Equal Opportunity
support PAT group with monitoring and understanding of the manufacturing bioprocesses. Employer

This position will be a part of the PAT Engineering group that leads the selection and Minonties / Females / Protected
implementation of process analytical technologies and provides support for the entire Veterans / Disabled

manufacturing process.

. Work within PAT team, Operations and Manufacturing Sciences to support activities
and projects in the areas of: (a) bioprocess monitoring, (b) root cause analysis, (c) process
understanding and [d) process improvement

. Data collection and organization
* Development of toolsfapplications for process monitoring
. Statistical analyses (inferential, descriptive, experimental design and multivariate data
analysis)
" Mumerical computations
* Develop mathematical models for bioprocesses
= Develop, propose and implement technical solutions in the aforementioned areas
. Provide technical assessments based on data analysis and process knowledge
" Write technical reports
B 3\
WHO YOU ARE A Y
Ph.D. in Engineering or Science with 0 years of expernence '.,-.E AEE R
k|



Bioanalitika:

a szemunk, amivel a biomolekulakat latjuk



Analitikai célok

Analitikai célok Kinek keszul ?
Jellemzés FejlesztOk, hatdsag
Technoldgiai kialakitas a FejlesztOk, hatdsag

celmolekulahoz igazodoan

A gyartas allanddsaganak  Gyartok, hatosag
biztositasa

A stabilitas ellen6rzése és  FejlesztOk, gyartok, hatdsag
bizonyitasa



Vizsgalando rekombinans fehérje tulajdonsagok

Informaciok

Szerkezeti _
informaciok

|

Tisztasagi
informaciok

Mennyisegi
informaciok
Bioldgiai aktivitas

Tulajdonsag

Intakt fehérje szerkezeti
azonossag

Glikan profil
Tisztasag

Szennyezésprofil

Toltésvariansok
Aggregacio

Oxidacio

Koncentracio, mennyiség

Sejtekre valo hatas,
fehérjékhez valo kotddes

Megjegyzeés

Primer, szekunder, tercier,
quaterner

cukormintazat

A célfehérje %-az 6ssz
feherjében

HCP, HCDNA, kismol.
(gyartas eredetl szenny.)
Termek eredetl szennyezés
Termeék eredet(l szennyezés

Termeék eredet(l szennyezés

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



Biologikumok analizise ortogonalis modszerekkel
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Fehérje szerkezet vizsgalatok

Szerkezeti szintek

Primer szerkezeti
vizsgalati
modszerek

Masodlagos
szerkezeti vizsgalati
maodszerek

(a-helix, B redo,
rendezetlen)

Harmadlagos
szerkezeti vizsgalati
maodszerek

Negyedleges
szerkezeti vizsgalati
modszerek

Vizsgalt
tulajdonsag

Aminosav
sorrend

Formak
aranyanak
megallapitasa

A helixek és
redok
egymashoz valo
elhelyezkedése

Tobb polipeptid
lanc
kapcsolodasa és
egymashoz valo
helyzete

Modszer

LC-MS/MS, Peptide maping, Intakt
tomeg, izoelektromos pont
meghatarozas

Cirkularis Dikroizmus,

Hidrofdb tul. vizsg. kromatografiaval,
H atomok iranya NMR-el ,

Fehérje kitekeredés DSC-vel,

Fluoreszcens spektroszkopia, NMR,
DSC, Hidroféb krom.

Reduktiv és non-reduktiv SDS-PAGE



Wl

150 -

100 -

100 -

1460 -

Fehérjetérkéepezés, peptide mapping — primer szerkezet

Minta és referencia minta (feherjék) 6sszehasonlitasa RP-HPLC-vel
proteolitikus emeésztést kdvetden:

15

I
20

24

20 3
Oszlop: YMC ODS-AQ 5 um, 100 x 2,1 mm; 60 °C

Aceluens: 0.5 ml TFA + 950 ml H,O + 50 ml AcN
B eluens: 0.5 ml TFA + 50 ml H,O + 950 ml AcN

min



Fluorescens spektroszkopia — szekunder és tercier szerkezet
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A glikozilacio: pl. Mab glikozilacio
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Glikan analizis

Ep glikoproteinek
—> | MS, CE, IEX-HPLC, SEC-HPLC, SDS-PAGE

analizise
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Glikan analizis

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

Ay —— 2 A pulzalé amperometrikus
e | detektalas lényege: harom
S o S _| lépéses hullamszerl
R R e potencialvaltozas 1 mp-en
||\ belll, arany elektrodon.
I Az amperometrias
o | | detektalast anddos és
o katodos polarizacios
| h LF;'x I ,'\ pu_lzusok k('j_vetik, amelyek
e s s e oxidativ majd reduktiv
— kornyezetet hoznak létre a

fellleten. Ezzel letisztitjak
és reaktivaljak az elektrod
fellletét.

Specialis, nagyon kis szemcségjl
anioncserel6 gyanta.



Bioassay-k alapelve: hatas élo sejten

Aktiv hatbanyag

\

Indukcio,
Gatlas,
Stb.

RESFOMSE
[2g., Growih, Degh, Hormone Lewe =)

Mlax

hlin

Meérhet0 valasz:
Sejtszam,
Fluoreszcens jel,
Fényelnyelés
Stb.

Relativ biologiai aktivitas

Binassay Dose Response

> Bazal Response
_*_ __________________________

DOSE [ Mass ar Adtity Urits Administered)




Bioassay-k Kivitelezése

Fehérjemintak 6sszehasonlitasa él0 sejtekre valo hatasuk alapjan

ADCC

Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity

Antibodies
bind antigens
on the surface
of target cells

NK cell CD16
Fc receptors
recognise cell-
bound antibodies

Cross-linking of
CD16 triggers
degranulation into
a lytic synapse

Tumour cells
die by
apoptosis

v

|

Response

upper asymptote

[
Log Dose
curves parallel: constant displacement



Kotési tesztek

Surface Plasmon Resonance (SPR):

Fehérjemintak 6sszehasonlitasa feltlethez immobilizalt
molekulakhoz valb kotésuk alapjan

Amikor a polarizalt fény
fotonjanak energiaja éppen
JO, kélcsbnhatasba lep az
arany felulet szabad
elektronjaval es egyfajta
fenyelnyelés torténik. (A
plasmon az elektron
sUrdseghullam részecske
formajanak a neve.)

A moddszer: jel6lésmentes,
azonos ideju (real-time),
kinetikai mérésekre alkalmas



Kotési tesztek

Time-Resolved SPR Response SPR Scanning Angle Response Time-Resolved SPR Response SPR Scanning Angle Response
of Kinetic Behavior of Kinetic Behavior
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A lézer fény mérheto refraktiv index valtozast szenved az
arany feltletén, ha az arany masik oldalan tomegvaltozas
tortenik. Pl. egy felulethez lekotott feherje befog v.milyen
molekulat a felette Iévo oldatbol.



Kotési tesztek

3. Equilibrium

Response

Mennyire specifikus a reakcio?
Milyen gyors a reakcio (ka)?
Milyen stabil a komplex (kd)?
Milyen erds a komplex (Kd)?




Kotési teszt — fényinterferencian alapuld detektalas
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A Division of Pall Life Sciences
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Typical workflow on the anti-hlgG Fc Capture biosensor,



Kotési teszt — fényinterferencian alapulo detektalas
B—— - — e fOrtésio

Label-Free, Real-Time
Interaction Analysis




Koszonom a figyelmet !



