Produkt Re3eni SluZby

Ramanovo méreni biosimilarnich l1é¢ivych pripravku
v naslednych procesech

Pribéh uspéchu Testovani procesu CiSténi proteinu
pfi ultrafiltraci/diafiltraci (UF/DF) spole¢nosti Alvotech
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Vyzvy a vysledky

Vyzvy zakazniku

V naslednych procesech dochazi k rychlym zménam slozeni.

V dusledku toho vyZaduje vyvoj procest v nasledné fazi
pouZiti procesni analytické technologie (PAT), ktera se
prizplisobi snizenym objemim a kratSim dobam cyklu.
ZlepSeni ucinnosti pro nasledné aplikace se v3ak realizuje
pomalu kvuli nékolika technologickym problémum,
jako je zavislost na extrakcnich analytickych metodach
pro méreni sloZeni, pomala doba odezvy, nedostatecné
jmenovité rozsahy, interference pozadi a dalsi.
Rostouci slozitost purifika¢nich krokl zplisobena
intenzifikaci predchazejicich procest dale zdlraznuje
potfebu inovativnich navazujicich feSeni.

Adrianna Milewska, PhD,
vedouci PAT
Alvotech

Shrnuti vysledku

Systémy Ramanovy spektroskopie spolecnosti

Endress+Hauser zlepsuji nasledné zpracovani (DSP)

pri vyrobé biosimilarnich produktl tim, Ze umoznuji

presné monitorovani procesu Cisténi proteinu

v realném case béhem ultrafiltrace/diafiltrace (UF/DF).

Vyhody mohou zahrnovat:

= Uspora nakladi: Snizené néaklady na praci, roztok pufru
a offline analyzu vedou k vyznamnym dsporam

= Rychlejsi doba zpracovani: Monitorovani a nastaveni
procesu UF/DF v realném case eliminuje procesni pauzy,
coz vede k efektivnéjSimu provozu.

= Optimalizace procesu: OkamZité analytické vysledky
umoznuji proaktivni rozhodovani a zvysuji celkovou
efektivitu.

,Krdsa Ramanovy spektroskopie spocivd v jeji univerzdlnosti. Pfi pouziti in-line
v procesech UF/DF méni operace tim, Ze umoznuje detekci agregace proteinu

a sledovdni zmén koncentrace v redlném case. To nejen zlepsuje rizeni procesu,
ale také meéni pravidla hry pro optimalizaci efektivity biozpracovdni, zajistuje
Spickovou kvalitu produktti a shodu s predpisy.”

Vyzvy a vysledky
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Pribéh uspéchu Vysvétleni nasledného zpracovani UF/DF

Vysvétleni nasledného Zaclenéni Ramanovych systémtu do procesu UF/DF
zpracovani UF/DF

Nasledna faze biozpracovani UF/DF obvykle zahrnuje

nésledujici kI'Oky: Automaticky
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1. Pocatecni krok koncentrace zahrnuje pouziti Diafiltracni pufr runi

ultrafiltracnich membran ke zkoncentrovani

roztoku proteinu. Béhem této faze se odstrani
prebytecné soli, malé molekuly a voda, aby se dosahlo
koncentrovanéjSiho proteinového roztoku. e — — L
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Membrana pro filtraci

Napajeci Cerpadio tangencialniho proudéni
(TFF)

Pritokovy systém
Ramanovy sondy

2. Prubézné se pridava diafiltracni pufr, zatimco malé ‘GI —
molekuly, jako jsou rozpoustédla, ionty a voda, Pomocné cerpadlo Roztok proteind
se odstranuji ultrafiltraci. Cilem tohoto kroku je v napdject nadrz
vymeéna procesniho pufru za konecny formulacni pufr
a sniZzeni malych necistot, jako jsou ionty,
na prijatelnou uroven.

3. Poté se provede druhy krok koncentrace, aby se
dosahlo konecné poZadované koncentrace proteinu.
Tyto kroky jsou integrovany do jediného procesu (UF/
DF), ktery u¢inné koncentruje 1é¢ivou latku a vyménuje

pufr pf'ed tim, nez se pfistoupj do faze p]néni Tradicni systémy UF/DF maji obecné schopnost monitorovat systémové tlaky, priitoky a objemy pfivadéného i pronikajiciho materialu. Systém UF/DF

integrovany s Ramanovou sondou by viak mohl potencialné monitorovat hladiny monomer( a agregat(, jakozZ i koncentrace pomocnych latek v pufru.

= Pocatecni faze koncentrace: objem napajeci nddrZze se zmen3uje, protoZe voda, malé molekuly a ionty jsou filtrovany membranou tangencialni pritokové
filtrace (TFF). Protein nem(iZe projit membranou, a proto je zadrzovan v systému.

Ramanuv analyzator

a dokonceni.

= Faze diafiltrace: Objem napajeci nadrZe je udrZovan na konstantni rovni kontinualnim pfidavanim diafiltrac¢niho pufru a souc¢asnym odfiltrovavanim
procesniho pufru.

= Zavérecna faze koncentrace: v tomto okamziku je pufr v napajeci nadrZi zcela vyménén za diafiltracni pufr. Proteinovy roztok Ize nyni koncentrovat
na poZadovanou uroven.
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Omezeni nasledného
biozpracovani pri UF/DF

Spolecnost Alvotech chtéla otestovat feSeni moznych

procesnich omezeni souvisejicich s pouzitim metod

tangencialni pratokové filtrace (TFF), kterd se mohou

vyskytnout pri UF/DF, vCetné:

= Kvalita a u¢innost produktu: Agregace muZe
ohrozit kvalitu monoklonalnich protilatek, ovlivnit
farmakokinetiku a terapeutickou ucinnost.

= Bezpecnost pacientii: Agregaty mohou vyvolat imunitni
reakce, coZ podtrhuje vyznam minimalnich hladin
v kone¢ném produktu pro bezpecnost pacientu.

= Rizeni a optimalizace procesti: Monitorovani agregace
v redalném case v TFF umoznuje rychlou detekci
problému, rychlejsi optimalizaci procesnich podminek
ve vyvojovych fazich a minimalizaci naslednych uprav.

= Ztrata a vytéznost produktu: Monitorovani TFF
zabranuje tvorbé agregatt, sniZuje ztraty a maximalizuje
vytéznost produktu béhem nasledného zpracovani.

= Konzistence ve vyrobé: Zajisténi konzistence mezi
jednotlivymi SarZemi je zasadni pro biofarmaceutickou
bezpecnost a ufinnost a zarucuje spolehlivy vyrobni
proces.

= Ekonomické aspekty: Vcasna detekce agregace
minimalizuje naklady tim, Ze sniZuje potfebu dalSiho
testovani a ¢ekacich dob.

= Soulad s predpisy: Pfisné smérnice nafizuji komplexni
monitorovani biofarmaceutik pro schvaleni
a komercializaci.

Tato omezeni mohou zpusobovat nejistoty méreni

procesu a vyZadovat ¢asté manudalni upravy po zpracovani.

Tyto upravy spotfebovavaji cenny cas a zdroje a mohou
ohrozit kvalitu a ucinnost produktu.

Omezeni nasledného biozpracovani pri UF/DF

Mvaltech
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Analyzator Raman Rxn2

Nase reseni

Spolecnost Alvotech si vybrala spolecnost Endress+Hauser
pro testovani in-line Ramanovy spektroskopie pfi vyvoji
predchazejicich a naslednych procesu. Vybrany Ramanuv
systém je prizpusoben pro nasledné prutokové linie

a vyuziva zesileni signalu a technologii s nizkym Sumem

k dosaZeni rychlejSich vysledku. Sklada se z nasledujicich
komponent:

= Analyzator Raman Rxn2

# Sonda Rxn-10

= Ramanova prutokova sestava

Ramanova prutokova sestava je specializovany nastroj
urceny pro biofarmaceutické laboratore a vyvoj procesu
v purifikacnich a perfuznich prostorech s potencialem
rozSireni na vyrobu cGMP.

Ramanovu prutokovou sestavu tvori:
= Opakované pouzitelnd optika (mikropriitocna stolice)
pripojena k sondé Rxn-10, ktera neni v kontaktu —

s produktem a je presné vyladéna pro konkrétni

podminky prutocné cely a vzorku. -
= Mikroprutocna cela, ktera je propojena

s mikroprutoc¢nou stolici a umoznuje proudéni vzorku (Horni) kemponenty mikropriitoéné cely

v ni. Mikroprutocna cela muZe byt sterilizovana a priitokové stolice; (dole) Ramanova

schvalenymi metodami a je vhodnd bud' k opétovnému f{;unt_ollg’va sestava pripojens k sondé

pouziti, nebo k likvidaci po pouziti.
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/Zobrazeni dat
Ramanovych méreni

Ramanova inline méreni béhem UF/DF podporuji
optimalizaci a zvySovani uc¢innosti biofarmaceutické

vyroby.

Pri standardnim predzpracovani Ramanovy systémy
prokazaly schopnost sledovat celkovy prubéh procesu
s vice markery v celém otisku a s vyraznou odchylkou
béhem diafiltrace.

K urceni podilu agregace proteinu je pak nutna dalsi
analyza dat zahrnujici chemometrické modelovani.
Jakmile bude tato analyza dokoncena, umozni rychlou
zpétnou vazbu, ktera zlepSi pochopeni procesu, zkrati dobu
procesu, usnadni rychlé upravy, snizi naklady a zajisti,

aby konecny produkt splnoval prisné normy kvality.

Zobrazeni dat Ramanovych méreni

Diikazy o konformacnich zménach

specifickych pro proteiny v lokalizovaném Skore, analyza hlavnich komponent
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Vyhody méreni
v redlném case

Ramanuv systém Endress+Hauser poskytuje spolecnosti
Alvotech monitorovani v realném case, coZ muze vést

k rychlé optimalizaci procesu a presné kontrole procesu
CiSténi proteind.

Integraci Ramanovy prutoc¢né cely pfimo do procesu
UF/DF je mozné detekovat agregaci a kontinualné
sledovat koncentraci proteint.

OkamZity pristup k in-line Ramanovym datum

se zvySenym pomeérem signalu k Sumu usnadnuje vyvoj
prediktivniho modelu zaloZeného na udajich o koncentraci
z in-line i at-line UV absorp¢nich spektrometru spolu

s off-line velikostné vyluc¢ovaci chromatografii (SEC).

Toto zjednoduSené nastaveni optimalizuje purifikaci
proteinu, coZ vede k vyznamnym tusporam c¢asu

a nakladu.

In-line sonda Rxn-10 pfipojena
k Ramanové priitokové sestavé
monitorujici purifikaci proteind
béhem UF/DF

Vyhody

Diky pristupu k pfesnym in-line Ramanovym meéfenim

v redlném case lze ziskat nasledujici moznosti

a souvisejici vyhody:

= Prediktivni modelovani: Vyvijejte a integrujte
prediktivni modely zaloZené na in-line Ramanovych
datech pro proaktivni rozhodovani a upravy procest
a optimalizaci vysledkd.

= Detekce agregace: Detekce agregace proteinu
in-line pomoci technologie Ramanovych pruto¢nych
cel a prediktivnich modelii, coZ umozZnuje véasnou
identifikaci a zmirnéni rizika.

= Rychlejsi doba zpracovani: Eliminuje c¢ekaci doby
spojené s off-line analyzou vysokého vykonu
(HP)-SEC, ¢imZ podporuje nepfetrzity provoz
a zvySuje produktivitu.

s SniZeny pocet manudlnich zasaha: Minimalizujte

potfebu manualnich uprav po zpracovani, zefektivnéte

operace a zvySte presnost konec¢né koncentrace.

= Monitorovani v realném case: Prubézné sledujte
koncentraci proteinu a pomocné latky pufru.

Vyhody méreni v redlném case
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Javer

V biofarmaceutickém prumyslu feSi nedavné pokroky

v technologii Ramanovych prutocnych cel poZadavky

na rychlost navazujicich procest optimalizaci Ramanova
odbéru pro vzorky s nizkym zakalem a malym objemem.
Spolecnost Alvotech s pomoci Ramanova systému
spolecnosti Endress+Hauser ziskala cenné poznatky

o zpracovani proteint béhem UF/DF.

Toto vylepSené monitorovani ma schopnost zvysit
efektivitu biozpracovani, zkratit doby cyklu a zlepsit
kvalitu produkti pro vyrobni provoz spolecnosti.

,Ndsledné procesy jsou casto fragmentované
kvuli dlouhému cekani na off-line vysledky,
coz zpomaluje ¢asové osy vyvoje. Zavedeni

in-line Ramanovy priutocné cely do provozu
slibuje efektivnéjsi pristup, ktery uc¢inné zmeéni
dynamiku ndsledného vyvoje.”

Julia Karitas Helgadottir
Védkyné DSP
Alvotech
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O spolecnosti Alvotech

Spolecnost Alvotech se sidlem v Reykjaviku na Islandu

je integrovana biofarmaceuticka spolecnost, ktera se
zabyva vyvojem a vyrobou vysoce kvalitnich biosimilarnich
1é6Civ v celosvétovém méritku. Jejich poslanim je zlepSovat
zdravi a kvalitu Zivota pacientli po celém svété a snaZit se
rozSirit pristup k osvédcené 1é¢bé riznych onemocnéni.

www.addresses.endress.com
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