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Nomenklatur

Nomenklatur

Allgemeine und prozessrelevante Abkiirzungen

AMA1 := Apical Membrane Antigen 1

AOX := Alkoholoxidase

BMBF  :=Bundesministerium fir Bildung und Forschung

BPA := Bioprozessautomatisierung

BPRC  :=Biomedical Primate Research Center

BWF := Behorde flur Wissenschaft und Forschung

D1M1 := Fusionsprotein aus AMA1 und MSP1

DCU := Bioreaktor-Kontrolleinheit (digital control unit)

DiCo := Diversity Covering

DSP := Downstream Processing

EBA := Expanded Bed Adsorption

EMA := European Medicines Agency

FDA := (United States) Food and Drug Administration

FPLC := Fast Protein Liquid Chromatography

HPLC := High Performance Liquid Chromatography

IMAC := Immobilized Metal Affinity Chromatography

IP := Integrated Processing

ISPR := In-Situ Product Removal

M&C := Measurement and Control

MSP1 := Merozoite Surface Protein 1

Muts := Methanol utilization slow

PAGE  :=PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

Pf := Plasmodium falciparum

SCADA := Supervisory Control and Data Acquisition

SDS := Sodium Dodecyl Sulfate

SME := Small and Medium Enterprises

USP := Upstream Processing

WHO := World Health Organization

Prozessgrofen

A := UV-Absorption der Messung von Komponente | in Teilsystem K [AU]
a := Koeffizient des physikalischen DoE-Modells [xx]
Aprim := UV-Absorption des Zielproteins P1 in der Medienphase [AU]
Bixi := relatives Flachenmalf einer Bande j in der SDS-PAGE i aus K [-]
b := Koeffizient des codierten DoE-Modells [xx]
Cik := Konzentration von Komponente | in Teilsystem K [gI"]

Cik := molare Konzentration von Komponente | in Teilsystem K [moll']
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X Nomenklatur
Dpie := globale Desirability-Funktion der EBA-Optimierung [-]
depiF := Desirability-Funktion der Produktreinheit Pp1r der EBA-Optimierung  [-]
drpiE := Desirability-Funktion der Wiederfindung Rp1e der EBA-Optimierung  [-]

Ex := Tribung in Teilsystem K [AU]
Fk := Volumenstrom aus/in Teilsystem K [Ih1
F. := Begasungsrate der Komponente | unter Normbedingungen [Ih"]
gpix := zellspezifischer Gehalt an Produkt P; [og
IArieout  := Integral der UV-Absorption von Produkt P1 im EBA-Auslass [AUN]
Lepie := untere Grenze der Reinheit Ppir [
Lrpie := untere Grenze der Wiederfindung Rp1e [-]

M := Molmasse der Komponente | [gmol ™
mik := Masse von Komponente | in Teilsystem K [a]

Mk := Masse von Teilsystem K [a]

Nst := Riihrerdrehzahl [min™"]
oD := Optische Dichte [AU]
pHk := pH-Wert von Teilsystem K [

PKx := Druck von Teilsystem K gemessen am Ort x [bar]
pO2 := relativer Sauerstoffpartialdruck in der Flissigphase [%]
Pprik := Reinheit des Produktes P1im Teilsystem K [-]
PRDint  := Produktivitat des Integrierten Prozesses [gh™]
PRD,, := Produktivitat des Upstream Prozesses [gh™]
P := Transmembrandruck der Filtration j [bar]
Q := volumetrische Ver- / Entsorgungsrate der Komponente | [gF'h ]
Ayx := zellspezifische Reaktionsrate der Komponente | [h]
Rpik := Wiederfindung des Produktes P1 im Teilsystem K [-]

RQ := molarer Respirationsquotient [molmol]
Sk := Streulichtmessung in Teilsystem K [STU]
t = Zeit [h]

Tint := Zeitintervall eines integrierten Produktionszyklus [h]
UppiF := obere Grenze der Reinheit Ppir [
Urpie  := obere Grenze der Wiederfindung Re1e [-]

Vk := Volumen des Teilsystems K [1

Vim := Molvolumen unter Normbedingungen [Imol]
X := Molenbruch der Komponente | in der Gasphase G [%]

XiG := Stoffmengenanteil der Komponente | in der Gasphase [

Y := Ausbeutekoeffizient der Komponente | aus Komponente J [og
oz/x := Biofeucht-/Biotrockenmasseverhaltnis [

9k := Temperatur in Teilsystem K [°C]

0 := zellspezifische Wachstumsrate [h]

pK := Dichte des Teilsystems K g
pz := Dichte feuchter Zellen oM
oK := Leitfahigkeit von Teilsystem K [mScm™]
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Nomenklatur

Xl

Prozessrelevante Indizes

Teilsysteme

B1 := Laufpuffer

B2 := Elutionspuffer

C := Chromatographiesystem
C := Konditionierungstank

DJp := Doppelmantel an Reaktor p
E := EBA-System

F := EBA-Fraktionensammler
feedj := Zulauf der Filtration j

Gp := Gasphase von Reaktor p
Hp := Ernte von Reaktor p

int := Integrierter Anlagenbereich
Lp := FlUssigphase in Reaktor p
mf := Mikrofiltrationsbereich

Mp := Medienphase in Reaktor p
N := Klarphase

P := Produkttank der Filtration
P := AEKTA™purifier 100
Komponenten

Ac := Saure (acid)

AF := Antischaum (anti foam)
AIR := Luft (air)

Al := Lauge (alkali)

C, CO2 :=Kohlenstoffdioxid

Im := Imidazol

0, 02 := Sauerstoff

Zustinde, Orte

A := Schatzwert

- := Mittelwert

0 := Anfangsbedingung

at := at-line

bottom  := unterer Sauleneinlass /-auslass
cdw := Biotrockenmasse

crit := kritischer Wert

est := abgeschatzt

ar := Wachstumsanteil (growth)
high := oberer Faktorwert

in := Eingang (input)

low := unterer Faktorwert

m := Erhaltungsstoffwechsel

max := Maximalwert

perj
pro
pur
R11
R2p
R3p
retj

sep
T1p
T2p
TM;j
uf
up
Wj

P1
P2
Ptot
S1
S2
T20

min
n

n
opt
out
pre
rel
SP
top
tot
trans
turb
uv
w

:= Permeat der Filtration j

:= Produktionsbereich im USP
:= Feinreinigung (purification)
:= Glycerolvorlage an Reaktor 1
:= Methanolvorlage an Reaktor p
:= Refreshvorlage an Reaktor p
:= Retentat der Filtration j

:= Probe (sample)

:= Separator Ablauf

:= Saurevorlage an Reaktor p
:= Basevorlage an Reaktor p

:= Transmembran in Filtration j
:= Ultrafiltrationsbereich

:= Upstreambereich

:= Wastetank j

:= Biotrockenmasse

:= Biofeuchtphase

:= Produkt 1 (Zielprodukt)

:= Produkt 2 (Alkoholoxidase)
:= Gesamtprotein

:= Substrat 1 (Glycerol)

:= Substrat 2 (Methanol)

:= Tween®20

:= Minimalwert

:= Finaler Messwert

:= Gas-Normbedingungen
:= optimal

:= Ausgang (output)

:= Pradiktion

:= relativ

:= Sollwert

:= oberer Sauleneinlass /-auslass
:= total / gesamt

:= Transfer

:= Trlibung (turbidity)

:= ultraviolett

= Sollwert
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Xl Nomenklatur

QbD- und MVDA-relevante Bezeichnungen

BLM := Batch Level Model

BOBYQA := Bound Optimization By Quadratic Approximation
CcccC := Central Composite Circumscribed

CCF := Central Composite Face-centered

cGMP := current Good Manufacturing Practice

CM := Control Model

CPP := Critical Process Parameters

CQA := Critical Quality Attributes

DModX  := Distance to Model X

DoE := Design of Experiments

F := F-ratio (F-distribution)

FMEA := Failure Mode and Effects Analysis

GB := Golden Batch

IBR := Imputation by Regression

ICH := International Conference on Harmonisation
J := Gutefunktional (objective function/cost function/performance index)
MLR := Multiple Linear Regression

MM := Monitoring Model

MPCA := Multiway Principal Component Analysis
MPLS := Multiway Partial Least Squares (regression)
MPMC := Model Predictive Multivariate Control

MV := Model Validity

MVDA := MultiVariate Data Analysis

NIPALS := Non-Linear lterative Partial Least Squares
OLM := Observation Level Model

PAT := Process Analytical Technology

PCA := Principal Component Analysis

PCR := Principal Component Regression

Prot := p-Wert firr das Lack of Fit

PLS := Partial Least Squares (regression)
PRESS := Predictive Residual Sum of Squares

PS := Prediction Set

Q? := Goodness of prediction

QbD := Quality by Design

R? := Goodness of fit

RMSE := Root Mean Squared Error

RP := ReProducibility

SPE := Standard Prediction Error

SS := Sum of Squares

T? := Hotellings T?-value

TPP := Target Product Profile

TS :=Training Set

VS := Validation Set

Xi := DoE-Faktoren

Yr := DoE-Responses

0 := Wichtungsfaktor (weight factor)
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Nomenklatur

Xl

MVDA-relevante Matrizen und Vektoren

<XsSCHOQPUZ—-EOMMO

_h
ERCREN Y

c

:= (nxm) Original Online-Datenmatrix
= (nxm) Residuenmatrix von PCA/PLS Modellen fiir X

= (nxv)
= (nxv)
:= (ixi)

= (nxv)

= (mixr)

= (vxr)
= (nxr)
= (nxr)

= (mxr)

= (nxm
= (nxv)
= (nx1)
= (nx1)
= (nx1)
= (nx1)
= (sx1)
= (nx1)
= (mx1
= (vx1)

=

—

Residuenmatrix von PLS Modellen fir Y

Residuenmatrix eines PLS-Modells zur Pradiktion von Y aus X
Einheitsmatrix

Original Offline-Datenmatrix

Loading-Matrix fiir X

Loading-Matrix fir Y

Score-Matrix fir X

Score-Matrix fiir Y

PLS Weighting-Matrix fur P und Q

autoskalierte Online-Prozessdatenmatrix

erweiterte autoskalierte Offline-Datenmatrix

Vektor einer Online-Messung mit n Messwerten (Observation)
Residuen-Vektor von PCA/PLS Modellen fir X
Residuen-Vektor von PLS Modellen fir Y (aus den X-Daten)
Residuen-Vektor von PLS Modellen flr Y (aus U-Scores)
Vektor einer Offline-Messung mit s Analysenwerten

Vektor der |-ten Hauptkomponente (principal component) von X
Loading-Vektor aus Matrix P mit r Loadings

Loading-Vektor aus Matrix Q mit r Loadings

:=(nx1) Score-Vektor aus Matrix T mit r Scores

= (nx1) Score-Vektor aus Matrix U mit r Scores

= (mx1) Weighting-Vektor mit r Gewichtungen

= (nx1) autoskalierter Vektor von d; mit n Messungen

= (nx1) autoskalierter Vektor der erweiterten Offline-Datenmatrix Y
= (nx1) Vektor der Standardabweichungen

MVDA-relevante Indizes

cp
crit

:= Center Point

:= kritischer Wert

:= Golden Batch

:= Laufindex der Variablen in Y

:= Laufindex der Online-Observationen
:= Laufindex der Online-Variablen
:= Laufindex der Batches und der DoE-Versuche

:= Laufindex der Hauptkomponenten

= Lack of Fit

:= Anzahl der Online-Variablen (Spalten in D/X)
:= Anzahl der DoE-Center Point-Versuche

:= Manipulated Variable (SteuergrofRen oder Sollwerte)

:= Anzahl der Online-Observationen (Zeilen in D/X)

:= Anzahl der DoE-Faktoren (Dimension des Suchraumes)
:= Anzahl der Batches
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XV

Nomenklatur

pre :=Wert aus einer PLS-Pradiktion

r := Anzahl der Hauptkomponenten (principal components) fur X
rel  :=relativer Wert

SP  := Sollwert im Gltefunktional J (BOBYQA)

sub :=submaximaler Wert

v := Anzahl der Analysenvariablen bzw. Attribute in Y

o := Signifikanzniveau
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Kurzfassung
Sven-Oliver Borchert

Entwicklung, Beobachtung und Steuerung
integrierter, quasi-kontinuierlicher pharmazeutischer Produktionsprozesse
mit Methoden der Multivariaten Datenverarbeitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Aspekten einer modernen Bioverfahrenstechnik am
Beispiel von Prozessen zur Herstellung rekombinanter potentieller Malariavakzine.

Dabei wurden zwei quasi-kontinuierliche Prozesse aus herkémmlichen Batch-Unit Operatio-
nen zur Prozessintensivierung aufgebaut, in denen die Anwendung von PAT — Process Ana-
lytical Technology im Vordergrund steht. Die damit durchgefiihrten Prozessentwicklungen
dienen insbesondere dazu, die von der FDA — US Food and Drug Administration vorgegebe-
nen Randbedingungen eines QbD — Quality by Design zu erfillen.

Im Bereich der Integrierten Herstellung rekombinanter Pharmaproteine wurde zunachst ein
Laborprozess mit einer zyklischen Zellanzucht und nachfolgender Proteinexpression unter
Einbindung einer Insitu EBA — Expanded Bed Adsorptions Chromatographie aufgebaut und
in sequentiell/integrierter Prozessflihrung erprobt.

Der zweistufige EBA-Prozess wurde nach MafRlgabe von QbD-Vorgaben entwickelt. Ausge-
hend von der Festlegung der CQA — Critical Quality Attributes und ihrer zugeordneten Ope-
rationsparameter wurden, Uber die Anwendung von DoE — Design of Experiments, die CPP —
Critical Process Parameter mit ihren optimalen Prozessbedingungen und deren Design
Space identifiziert.

In einem industriell orientierten Bereich wurde aus einer fir den Batchbetrieb ausgelegten
Scale-down Produktionsanlage, bestehend aus einem cell breeding, einer protein production
sowie einem Downstream mit cell clarification, micro-, ultra- und dia-crossflow filtration mit
abschlieRender purification ein integrierter Pharmaprozess aufgebaut.

Eine sequentielle, aber auch Uber drei Tage verteilte, parallele Prozessstrategie fiihrte zu
einer quasi-kontinuierlichen Fahrweise mit zyklischer Wiederholung eines 56-stiindigen Pro-
zesses, der uUber eine Reihe von Tagen alltaglich geerntet wurde.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeiten lag aber auf dem Gebiet der Anwendung der MVDA —
Multivariate Data Analysis zum Monitoring und zur Evaluierung des zyklischen Prozessab-
laufes und seiner Reproduzierbarkeit.

Im Bereich der PCA — Principal Component Analysis wurde die Methode der Prozessiiber-
wachung mit dem Golden Batch-Tunnel bis hin zur Online-Evaluierung intensiv angewendet.

Mit dem Golden Batch-Ansatz und dem Algorithmus IBR — Imputation by Regression wurden
Methoden zur Prozesspradiktion implementiert und mit einem MPMC — Model Predictive
Multivariate Control auch zur Steuerung der Qualitét von realen Prozesses erprobt.

Daruber hinaus wurde die MVDA zur Pradiktion von Medienkomponenten wie Zellmasse,
Glycerol und rekombinantem Produkt sowie deren zellspezifische Reaktionsraten aus klassi-
schen Online-Messungen mit PLS — Partial Least Squares Regression eingesetzt.

Schlisselworter: Quasi-kontinuierlicher Prozess, Pichia pastoris, Malaria Vakzinkandidaten,
parallel/sequentiell integrierte Prozessfiihrung, Multivariate Datenverarbeitung, Golden Batch
Monitoring, Modellgestiitzte multivariate Qualitdtsregelung, QbD gerechte Prozessentwick-
lung
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Abstract
Sven-Oliver Borchert

Development, Monitoring and Control of
Integrated, Quasi-continuous Pharmaceutical Production Processes
with Methods of Multivariate Data Processing

The present work is concerned with aspects of modern biochemical engineering using the
example of production processes for potential recombinant malaria vaccines.

Here, two quasi-continuous processes were constructed out of conventional batch-to-batch
unit operations for process intensification, where the application of PAT - Process Analytical
Technology is at the forefront.

The so conducted process developments serve in particular to meet the constraints of a QbD
— Quality by Design, laid down by the FDA — US Food and Drug Administration.

In the area of integrated processing of recombinant pharmaceutical proteins initially a labora-
tory process including a cyclic cell breeding with subsequent protein expression involving an
Insitu EBA — Expanded Bed Adsorption Chromatography was tested with a sequen-
tial/integrated strategy.

The two-stage EBA process was developed in accordance with QbD guidelines. Based on
determining the CQA — Critical Quality Attributes and their associated operation parameters,
the CPP — Critical Process Parameters, with their optimal process conditions and Design
Space, have been identified using DoE — Design of Experiments.

In a more industrially oriented field an integrated pharmaceutical process was developed
from a scale-down production facility formerly designed for batch operation. The process
includes a cell breeding, a protein production and a downstream line with cell clarification,
micro-, ultra- and dia-crossflow filtration followed by a subsequent purification.

A sequential, but also spread over three days in parallel, process strategy resulted in a qua-
si-continuous procedure with cyclical repetition of the 56-hour process, which was harvested
daily over a number of days.

However, the main focus of this work was in the field of MVDA - Multivariate Data Analysis
applications for monitoring and evaluation of the cyclical process flow and its reproducibility.

In the scope of PCA — Principal Component Analysis the method of process-monitoring with
a Golden Batch tunnel through to the online evaluation of the process evolution has been
tested extensively.

With the Golden Batch approach and the algorithm IBR - Imputation By Regression methods
for the prediction of future process conditions were implemented and even more a MPMC —
Model Predictive Multivariate Control for controlling the quality of real processes was
achieved.

Moreover, PLS - Partial Least Squares regression was used for the prediction of media com-
ponents like cell mass, glycerol and recombinant product and their corresponding cell-
specific reaction rates from conventional online measurements.

Keywords: Quasi-continuous processing, Pichia pastoris, Malaria-Vaccine candidates, paral-
lel/sequential process strategy, Multivariate Data Analysis, Golden Batch monitoring, model
predictive multivariate quality control, QbD-conform process development
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