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Raman-Messung von Biosimilars in Downstream-Prozessen

Erfolgsstory Alvotech prift den Proteinreinigungsprozess wahrend
der Ultrafiltration/Diafiltration (UF/DF)
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Erfolgsstory Herausforderungen und Ergebnisse

Herausforderungen und Ergebnisse

Herausforderungen beim Kunden Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei Downstream-Prozessen kommt es zu schnellen Anderun- Die Raman-Spektroskopiesysteme von Endress+Hauser verbessern die

gen der Zusammensetzung. Fir die Prozessentwicklung in Downstream-Verarbeitung (DSP) fiir die Produktion von Biosimilars,

der Downstream-Phase wird daher eine Prozessanalysetech- denn sie ermdglichen eine prazise Echtzeitiiberwachung des Protein-
nologie (PAT) benétigt, die kleinere Volumina und kiirzere reinigungsprozesses wahrend der Ultrafiltration/Diafiltration (UF/DF). a LV 0 t e c h
Zykluszeiten zulasst. Effizienzsteigerungen fiir Downstream- Dies bietet folgende Vorteile: e
Anwendungen liel3en jedoch lange auf sich warten. Das lagan = Kosteneinsparungen: Geringere Kosten fiir Arbeitskrafte, Puffer-

mehreren technologischen Herausforderungen, z. B. der Ab- |6sungen und Offline-Analysen fiihren zu erheblichen Einsparungen

hangigkeit von extraktiven Analyseverfahren fiir die Messung = Kiirzere Verarbeitungszeit: Uberwachung und Anpassung des UF-/

der Zusammensetzung, langsamen Reaktionszeiten, unzurei- DF-Prozesses in Echtzeit vermeidet Pausen im Prozess und rationa-

chenden Nennbereichen, Hintergrundstérungen und weiteren lisiert die Betriebsablaufe.

Faktoren. Durch die Intensivierung der Upstream-Prozesse = Prozessoptimierung: Sofort verfiigbare Analyseergebnisse ermdg-

werden die Reinigungsschritte komplexer und erfordern daher lichen proaktive Entscheidungsfindung und steigern die Gesamtef-

um so mehr innovative L6sungen im Downstream. fizienz.

,Eine der Stirken der Raman-Spektroskopie ist ihre Vielseitigkeit. Bei der Inline-Anwendung in
UF-/DF-Prozessen transformiert sie die Abldufe, denn sie ermdglicht es, in Echtzeit Proteinaggregation
zu erkennen und Konzentrationsdnderungen zu tiberwachen. Dies verbessert nicht nur die
Prozesssteuerung, sondern ist auch ein Game Changer fiir die Optimierung der Effizienz von
Bioprozessen, die Sicherstellung einer erstklassigen Produktqualitdt und requlatorische Compliance.”

Adrianna Milewska, PhD,
PAT Lead
Alvotech
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Erfolgsstory Kurz erkléart: UF/DF-Prozesse im Downstream

Kurz erklart: UF/DF-Prozesse Integration von Raman-Technik in den UF/DF-Prozess
im Downstream

Bei Bioprozessen umfasst die UF/DF-Phase im Downstream
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ublicherweise folgende Schritte: Automatic
— Backpressure 1]
. . . . e e e . Valve (ABV)
1. Im ersten Konzentrationsschritt wird die Proteinl6sung Diafiltration Permeate

buffer
mithilfe von Ultrafiltraionsmembranen konzentriert. In
dieser Phase werden tiberschiissige Salze, kleine Mole-

kiile und Wasser entfernt, um eine hoher konzentrierte 1
Proteinlésung zu erhalten. me A —) —)> —
Flow-based Raman
probe system II
Tangential flow filtration

Feed pump (TFF) membrane

2. Der Diafiltrationspuffer wird kontinuierlich zugegeben, ﬁ T
wahrend kleine Molekiile wie Losungsmittel, lonen R .
und Wasser durch Ultrafiltration entfernt werden. Ziel protein solution
dieses Schritts ist es, den Prozesspuffer gegen einen
Puffer der endqtiltigen Rezeptur auszutauschen und
kleine Verunreinigungen wie Ionen auf akzeptable
Werte zu reduzieren. g

3. Anschlief3end wird ein zweiter Konzentrationsschritt
durchgefiihrt, um die gewtiinschte Protein-Endkonzen-

tration zu erreichen. Diese Schritte sind in einen ein- Herkdmmliche UF/DF-Systeme sind im Allgemeinen in der Lage, Systemdriicke, Durchflussraten sowie Nahrstoff- und Permeatvolumen zu tiberwachen.

zigen Prozess (UF/DF) integriert’ der den Wirkstoff Ein UF/DF-System mit integrierter Raman-Sonde kénnte jedoch zur Inline-Uberwachung der Monomer- und Aggregatwerte sowie der Konzentration von
Pufferhilfsstoffen genutzt werden.

= Anfangliche Konzentrationsphase: Das Volumen im Nahrstoffbehalter nimmt ab, da Wasser, kleine Molekiile und lonen durch die TFF-Membran
zur Fill-and-Finish-Phase gewechselt wird. (Tangentialflussfiltration) herausgefiltert werden. Das Protein kann die Membran nicht passieren und wird daher im System zuriickgehalten.
= Diafiltrationsphase: Das Volumen im Nahrstoffbehalter wird durch kontinuierliche Zugabe des Diafiltrationspuffers bei gleichzeitigem Herausfiltern
des Prozesspuffers auf konstantem Niveau gehalten.
= AbschlieBende Konzentrationsphase: Der Puffer im Nahrstoffbehalter ist jetzt vollstandig gegen den Diafiltrationspuffer ausgetauscht.
Die Proteinlosung kann nun auf den gewiinschten Wert konzentriert werden.

Raman analyzer

effektiv konzentriert und den Puffer austauscht, bevor
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Erfolgsstory

Einschrankungen von

Downstream- Bioprozessen
bei UF/DF

Alvotech wollte Losungen fiir mégliche Einschrankungen
des Prozesses im Zusammenhang mit TFF-Verfahren
(Tangentialflussfiltration) testen, die wahrend der UF/DF
auftreten kénnen. Sie betreffen u. a.:

= Produktqualitat und Effektivitat: Aggregationsrisiken,
die die Qualitdt monoklonaler Antikoérper beeintrachtigen
und dadurch die Pharmakokinetik und therapeutische
Wirksamkeit beeinflussen.

= Patientensicherheit: Aggregate konnen Immunreaktio-
nen ausldsen; dies unterstreicht die Bedeutung minima-
ler Mengen im Endprodukt fir die Patientensicherheit.

= Prozesssteuerung und -optimierung: Die Echtzeit-
iberwachung von Aggregation bei der TFF ermoglicht
es, Probleme rasch zu erkennen, die Prozessbedingun-
gen in Entwicklungsphasen schneller zu optimieren und
Anpassungen im Downstream zu minimieren.

= Produktverlust und Ausbeute: TFF-Uberwachung ver-

hindert Aggregatbildung, verringert Verluste und maxi-
miert die Produktausbeute in Downstream-Prozessen.

= Konsistente Herstellung: Die Konsistenz von Charge zu
Charge ist entscheidend fiir Sicherheit und Wirksamkeit
von Biopharmazeutika. Nur so ist ein zuverlassiger Her-
stellungsprozess garantiert.

= Wirtschaftliche Uberlegungen: Die friihzeitige Erken-
nung von Aggregationen minimiert die Kosten durch
den geringeren Bedarf an zuséatzlichen Tests und weni-
ger Wartezeiten.

= Regulatorische Compliance: Strenge Richtlinien schrei-
ben eine umfassende Uberwachung von Biopharmazeu-
tika fir die Zulassung und Vermarktung vor.

Diese Einschrankungen kénnen zu Unsicherheiten bei
Messungen im Prozess fithren und erfordern héufige
manuelle Anpassungen. Diese Anpassungen kosten wert-
volle Zeit und Ressourcen und konnen die Qualitat und
Wirksamkeit des Produkts beeintrachtigen.

Einschrankungen von Downstream-Bioprozessen bei UF/DF
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Erfolgsstory Unsere Losung

Raman-Rxn2-Analysator

Unsere LOsung

Alvotech hat sich fir Endress+Hauser entschieden, um die
Inline-Raman-Spektroskopie bei der Prozessentwicklung
im Upstream und Downstream zu testen. Das ausgewahlte
Raman-System ist auf Durchfliisse im Downstream zuge-
schnitten. Es arbeitet mit Signalverstarkung und rausch-
armer Technologie, um schnellere Ergebnisse zu liefern.
Es besteht aus folgenden Komponenten:

= Raman-Rxn2-Analysator
= Rxn-10-Sonde

= Raman Flow Assembly

Bei der Raman Flow Assembly handelt es sich um ein e 1 K/
Spezialwerkzeug fiir biopharmazeutische Labore und die | ’
Prozessentwicklung in Reinigungs- und Perfusionsrdumen.

Es bietet das Potenzial fiir eine Skalierung bis zur cGMP-

Herstellung.

Die Raman Flow Assembly umfasst:

= Eine wiederverwendbare Optik (Micro Flow Bench), die
mit einer Rxn-10-Sonde verbunden ist. Sie hat keinen
Produktkontakt und ist prazise auf bestimmte Flow Cell- .
und Probenbedingungen abgestimmt.

s Eine Micro Flow Cell mit Schnittstelle zur Micro Flow Komponenten von Micro Flow Cell
und Flow Bench (oben); Raman Flow

Bench, in der die Probe fliefen kann. Die Micro Flow Cell Assembly, verbunden mit einer
kann mit zugelassenen Verfahren sterilisiert werden. Sie Rxn-10-Sonde (unten)
eignet sich entweder zur Wiederverwendung oder wird

nach Gebrauch entsorgt.

Endress+Hauser £2.)

People for Process Automation



Erfolgsstory

Vorschau der Raman-Daten

Raman-Inline-Messungen wahrend UF/DF unterstiitzen
die Optimierung und Steigerung der Effizienz in der bio-
pharmazeutischen Produktion.

Mit der Standard-Vorverarbeitung hat die Raman-Spek-
troskopie gezeigt, dass sie in der Lage ist, den Prozessfort-
schritt insgesamt zu verfolgen. Dies geschieht anhand von
mehreren Markern im gesamten Fingerabdruck und einer
starken Abweichung wihrend der Diafiltration.

Um die Beitrage der Proteinaggregation zu bestimmen, ist
danach eine weitere Datenanalyse mit chemometrischer
Modellierung erforderlich. Nach ihrem Abschluss liefert
dieser Analyse ein schnelles Feedback und erméglicht so
ein besseres Prozessverstandnis, kiirzere Prozesszeiten,
schnelle Anpassungen und Kostensenkungen. Zudem wird
sichergestellt, dass das Endprodukt strenge Qualitiatsstan-
dards erfillt.

Die Uberlagerung der Raman-Spektren
in der Diafiltrationsphase zeigt starke,
gut aufgeldste Peaks, die mit protein-
spezifischen Wechselwirkungen {iberein-
stimmen. Die rechts abgebildete Uber-
lagerung der Spektren wurde aus den
Durchschnittsspektren in den eingekreis-
ten Bereichen des oberen Diagramms

im Scoares-Raum erstellt. Die blauen
Spektren stellen Raman-Verschiebungen
wahrend der anfanglichen Konzentration
und die magentafarbenen Spektren
stellen Verschiebungen wahrend der
Diafiltration dar.
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Vorschau der Raman-Daten

In einem lokalisierten Cluster im Scores-
Scores, Principal Component Analysis

Raum der Hauptkomponentenanalyse
Colored according to estimates of protein concentration from inline UV (g/L)
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Erfolgsstory

Vorteile von
Echtzeitmessungen

Mit dem Raman-System von Endress+Hauser verfiigt
Alvotech tiber Echtzeitiiberwachung, die eine schnelle
Prozessoptimierung und préazise Steuerung des Protein-
reinigungsprozesses unterstitzen.

Durch die direkte Integration einer Raman Flow Cell in
UF/DF-Prozesse ist es moglich, Aggregationen zu erken-
nen und die Proteinkonzentration kontinuierlich zu tiber-
wachen.

Der sofortige Zugriff auf Inline-Raman-Daten mit einem
verbesserten Signal-Rausch-Verhaltnis erleichtert die
Entwicklung eines pradiktiven Modells auf Basis von
Konzentrationsdaten. Diese Daten werden sowohl mit
Inline- als auch von At-line-UV-Absorptionsspektrometern
sowie mit Offline-Gréfienausschlusschromatographie

(SEC) ermittelt. Diese optimierte Anordnung maximiert
die Proteinreinigung und fiihrt zu erheblichen Zeit- und
Kosteneinsparungen.

Inline-Rxn-10-Sonde, verbunden mit
einer Raman Flow Assembly, bei der
Uberwachung der Proteinreinigung
wahrend der UF/DF

Vorteile

Der Echtzeitzugriff auf genaue Inline-Raman-Prozess-

messungen bietet folgende Mdglichkeiten und damit ver-

bundene Vorteile:

= Pradiktive Modellierung: Entwicklung und Integration
von pradiktiven Modellen auf Basis von Inline-Raman-
Daten fiir proaktive Entscheidungsfindung und Prozess-
anpassungen zur Optimierung der Ergebnisse.

= Aggregationserkennung: Inline-Erkennung von
Proteinaggregation mithilfe der Raman Flow Cell-Tech-
nologie und pradiktiver Modelle, wodurch Risiken frih-
zeitig erkannt und reduziert werden kénnen.

= Kiirzere Verarbeitungszeit: Wegfall von Wartezeiten
im Zusammenhang mit Offline-Hochleistungs (HP)-
SEC-Analysen; dies unterstiitzt einen kontinuierlichen
Betrieb und steigert die Produktivitat.

= Weniger manuelle Eingriffe: Minimierung der erfor-
derlichen manuellen Anpassungen nach dem Prozess;
dies optimiert die Ablaufe und verbessert die Genauig-
keit der Endkonzentration.

= Echtzeitiiberwachung: Kontinuierliche Uberwachung
der Konzentration von Protein und Pufferhilfsstoff.

Vorteile von Echtzeitmessungen
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Erfolgsstory Fazit

Fazit

In der biopharmazeutischen Industrie bieten die jingsten Fortschritte in e
der Raman Flow Cell-Technologie Lésungen fiir die geforderte Geschwin-

digkeit von Downstream-Prozessen. Diese Technologie optimiert die
Raman-Datensammlung fiir kleinvolumige Proben mit geringer Triibung.
Alvotech hat mithilfe des Raman-Systems von Endress+Hauser wertvolle
Erkenntnisse tiber die Proteinverarbeitung bei UF-/DF gewonnen. Diese
verbesserte Uberwachung kann die Effizienz von Bioprozessen steigern,
Zykluszeiten verkiirzen und die Produktqualitat fiir den Produktionsbetrieb
des Unternehmens verbessern.

,Downstream-Prozesse werden oft durch
lange Wartezeiten auf Offline-Ergebnisse
fragmentiert. Das bremst die Zeitpldne in der
Entwicklung aus. Die Implementierung der
Inline-Raman Flow Cell in die Betriebsabldufe
ist ein vielversprechender Ansatz fiir héhere
Effizienz, der die Entwicklungsdynamik im
Downstream effektiv verdndert.”

Julia Karitas Helgadottir
DSP Scientist
Alvotech
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Uber Alvotech

Alvotech ist ein integriertes biopharmazeutisches
Unternehmen mit Hauptsitz in Reykjavik, Island, das in
der Entwicklung und Produktion hochwertiger Biosimilar-
Arzneimittel im globalen Maf3stab tétiq ist. Es hat sich
zur Aufgabe gemacht, die Gesundheit und Lebensqualitéat
von Patienten weltweit zu verbessern und den Zugang

zu bewéahrten Behandlungsmethoden fiir verschiedene
Krankheiten zu verbessern.

www.de.endress.com
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