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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
Pomen
BR bioreaktor
uS upstream
DS downstream
MS produkcijski del procesa
N-1 N-1 perfuzija
g/L gram na liter
KZC koncentracija Zivih celic
nKZC nacepitvena koncentracija zivih celic
CHO ovarijske celice kitajskega hréka (chinese hamster ovarian cells)
U specifi¢na celi¢na produktivnost

Tabela 1: Razlaga okrajsav in simbolov
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POVZETEK

V tem cCasu nenchnega razvoja in napredka, ko se znanost neustavljivo premika naprej, je
optimizacija procesov kljunega pomena za uspeSnost in ucinkovitost proizvodnje v
biofarmacevtski industriji. Ta raziskovalna naloga je posvecena optimizaciji N-1 perfuzije,

ene izmed najnovejsih tehnik v proizvodnji biofarmacevtskih izdelkov.

N-1 perfuzija, ki predstavlja predzadnjo stopnjo v bioreaktorski kaskadi, se uvaja v vec
proizvodnih obratih z namenom povecCanja proizvodnih kapacitet in s tem zagotavljanja
potreb pacientov povsod po svetu. V zgodnjih fazah implementacije te tehnike je njena
optimizacija pogosto zapostavljena, kar lahko vodi do zmanjSanja u¢inkovitosti in donosnosti

celotnega procesa.

Raziskovalno delo, ki ga bova predstavila, se osredoto¢a na nacine za izboljSanje
uc¢inkovitosti in optimizacijo N-1 perfuzije. Najin cilj je razumeti, kako lahko spremembe v
tem postopku vplivajo na kapaciteto proizvodnega obrata in kako lahko s pomocjo
tehnoloskih inovacij izboljSamo in optimiziramo ta proces. Tako smo se skozi to raziskovalno
delo podali na potovanje odkrivanja, kako lahko optimizacija N-1 perfuzije vodi do boljse

proizvodnje biofarmacevtskih izdelkov, zmanjs$a odpadke in izboljSa donosnost.

Tekom raziskovalnega dela sva ustvarila simulacijski model, s pomo¢jo katerega sva preucila
razliéne moznostih ureditve proizvodnega obrata. S pomoc¢jo zbranih podatkov sva izrisala
grafe za primerjavo navadnega fed-batch procesa in procesa z N-1 perfuzijo. Prek modela za
primerjavo utilizacije proizvodne opreme v teh dveh procesih sva doloc¢ila ugodnejSo ureditev
v obratu. Raziskovala sva tudi pomen nacepitvene koncentracije celic in njeno povezavo s
koli¢ino nastalega produkta. Na podlagi ugotovitev sva ustvarila sheme bioreaktorskih
konfiguracij v proizvodnji in primerjala njihovo ekonomic¢nost. Nazadnje sva ustvarila tudi
lasten matemati¢ni model inovativne bioreaktorske konfiguracije, ki v proizvodnji trenutno ni
ustaljena, a bi lahko z njegovo implementacijo bistveno izboljsali produktivnost proizvodnega

obrata.

Klju¢ne besede: bioloska zdravila, N-1 perfuzija, razvoj, proizvodnja, (farmacevtska)

industrija, bioloske molekule
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ABSTRACT

In this time of constant development and progress, when science is moving forward
relentlessly, process optimization is crucial for the success and efficiency of production in the
biopharmaceutical industry. This research project is dedicated to the optimization of N-1
perfusion, one of the latest techniques in the production of biopharmaceutical products.

N-1 perfusion, which is the last subcultivation step in the bioreactor cascade, is being
implemented in multiple production plants with the aim of increasing production capacity and
thus meeting the needs of patients worldwide. In the early stages of implementing, the
optimization of this technique is often neglected, which can lead to a decrease in overall

process efficiency and productivity.

The research work we will present focuses on ways to improve the efficiency and optimize N-
1 perfusion in real life production plant. Our goal is to understand how changes in this process
can impact the capacity of the production plant and how technological innovations can help us
improve and optimize this process. Through this research, we embarked on a journey to
understand how optimizing N-1 perfusion can lead to better production of biopharmaceutical

products, reduce waste, and improve productivity.

During the research work, we created a simulation model to study various arrangements of the
production plant. By analyzing data we were able to compare the regular fed-batch process
with the N-1 perfusion process. Using the model to compare equipment utilization in these
two processes, we determined the more favorable arrangement in the plant. We also explored
the importance of inoculation cell density and its connection to the quantity of the product
produced. Based on our findings, we also created bioreactor configuration schemes in
production and compared their cost-effectiveness. Finally, we created our own mathematical
model of an innovative bioreactor configuration, which is not currently established in
production. Its implementation could, however, significantly improve the productivity of the
production plant.

Key words: biopharmaceuticals, N-1 perfusion, development, production, (pharmaceutical)

industry, biological molecules
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1 Uvod

Zivimo v sodobnem ¢&asu, sodobni druZbi, kjer so nam na vsakem koraku dostopne vse
zivljenjsko pomembne stvari. Tega se niti ne zavedamo, niti temu ne posveCamo pretirane
pozornosti, dokler vse s primernim tokom tece dalje, iz dneva v dan, iz meseca v mesec in iz
leta v leto. Sele takrat, ko grejo stvari narobe, se zavemo, kako lepo je nase Zivljenje brez
zdravstvenih tezav. Pogosto jih pozdravijo antibiotiki, po katere se lahko sprehodimo do
lekarne in v nekaj dneh preZenejo bolezen. Problem nastane, ko je za naSe zdravljenje

potrebno drazje in tezje dostopno zdravilo, kakrSne so po navadi bioloske u¢inkovine.

Sva dijaka tretjega letnika Gimnazije Ravne na Koroskem in odlocila sva se, da izdelava
raziskovalno nalogo o pripravi modela za optimizacijo proizvodnje bioloskih izdelkov.
Zanimala so naju predvsem bioloska zdravila, za katera bi lahko rekli, da v€asih celo ¢udezno
pripomorejo k izboljSanju zdravstvenega stanja posameznika. Ker pa so bioloska zdravila
zaradi izredno dolgega proizvodnega procesa precej nedostopna tako financno kot tudi
fizicno, sva se ukvarjala predvsem s postopki skrajSanja in ¢im boljSe optimizacije procesa
proizvodnje teh zdravil, da bi lahko bila ¢imprej dostopna vsakemu posamezniku, Ki bi

tovrstno zdravilo potreboval.

K uvodnemu delu naloge je najin mentor dodal: »To delo je plod nadobudnih dijakov, ki sta
dobila priloZnost sodelovati v najmodernej$ih proizvodnih obratih in s pomocjo svezih idej
prispevati k optimizaciji procesa, ki lahko koristijo celotni industriji. Verjamemo, da bo nase
delo pomagalo pri oblikovanju bolj u€inkovitih, trajnostnih in donosnih proizvodnih procesov

z namenom oskrbovati vecje Stevilo pacientov povsod po svetu.«

Vzpodbudilo naju je predvsem dejstvo, da je raziskav na to vedno aktualnejSo temo relativno
malo. Naloga odpira mnoga vprasanja in poskusa na nekatera od njih tudi odgovoriti.
Usmerjena je v aplikativne reSitve, ki pa jih je mogoce direktno implementirati v proizvodnji.

Tema pa je bistveno preobsirna, da bi se ji lahko posvetila zgolj v eni raziskovalni nalogi.
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1.1 Namen naloge

Namen najine naloge je bil slehernemu posamezniku vsaj priblizno opredeliti pojem
»proizvodnja bioloskega zdravila«, ga s pojmom seznaniti in mu odpreti §irSo sliko in vpogled
v dolZino in kompleksnost samega procesa. Zeliva si, da bi po branju naloge vsak, ne glede na
stroko in izobrazbo, spoznal vsaj del procesa in razumel, zakaj moramo na bioloska zdravila

tako dolgo Cakati in kaj do te mere povisa stroske proizvodnje bioloskih ucinkovin.

Najina naloga pa ima tudi globlji raziskovalni namen. Z raziskovalnim delom sva zelela
dokazati postavljene hipoteze iz poglavja 1.2, torej dokazati in odkriti, v kolik§ni meri N-1
perfuzija pripomore k izboljSanju procesa proizvodnje bioloskih izdelkov, ter ugotoviti in
optimizirati zasedenost potrebne proizvodne opreme v samem produkcijskem procesu, jo z
izdelavo matemati¢nega modela tudi popolnoma izkoristiti ter s tem skrajsati ¢as produkcije
zdravila in minimalizirati proizvodne stroske, da bi bila zdravila dostopna ve¢jemu Stevilu

pacientov.

1.2 Metode dela in hipoteze

Najino raziskovalno delo se je opiralo predvsem na tiskano literaturo in spletne vire. 1z vsega
prebranega sva dobila osnovno teoreti¢no znanje o podro¢ju raziskovanja, ostale vire, ki sva
jih potrebovala za spoznanje proizvodnje in proizvodnih procesov, pa sva pridobila od
zunanjih mentorjev v podjetju Novartis d.0.0. Pri svojem teoretskem raziskovalnem delu sva
se posluzevala predvsem spletnih znanstvenih ¢lankov predavateljev razli¢nih biotehnoloskih

fakultet, vecinoma v anglescini ali nems¢ini.

Ravno zaradi recenzij ¢lankov in podatkov o avtorjih pa lahko trdiva, da so vsi najini podatki
verodostojni in objektivni. Podatke, pridobljene iz literature, sva primerjala s prakti¢nimi
izkusnjami iz proizvodnje bioloskih izdelkov, da sva zagotovila skladnost med teoreti¢nimi in
dejanskimi vrednostmi v praksi. Zbrano teoretsko znanje sva nato zdruzila s podatki, ki sva
jih pridobila med samim raziskovalnim delom, ter nato to znanje uporabila za potrditev
oziroma ovrzbo hipotez, ki sva jih postavila pred zacetkom raziskovalnega dela (tabela na

naslednji strani):
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HIPOTEZA 1 Nacepitvena (zacetna) koncentracija celic v bioreaktorju ne vpliva na

koli¢ino proizvedenega produkta.

HIPOTEZA 2 Pri enakem celi¢nem klonu lahko s perfuzijo N-1 pridobimo ve¢
produkta kot v navadni tehnologiji.

HIPOTEZA 3 V daljSem ¢asovnem obdobju je klasi¢en proces fed-batch prav tako

uc¢inkovit kot proces z N-1 perfuzijo.

HIPOTEZA 4 Matemati¢ni model perfuzije N-1 lahko izboljsa u¢inkovitost

proizvodnje.

HIPOTEZA 5 Z manj$imi posegi v UStroj obstojece proizvodnje lahko povecamo

produktivnost obrata.

Tabela 2: Hipoteze

Z namenom pridobivanja potrebnih podatkov sva zbrala tudi razli¢ne poglede in moznosti
razli¢nih proizvodnih procesov, za katere sva nato izdelala priblizne matemati¢éne modele in

izrisala grafe za uporabo v proizvodniji.
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2 TEORETICNI DEL

2.1 Opredelitev pojmov

2.1.1 Opredelitev pojma bioloska zdravila

Zdravilo je Sirok pojem za vse ucinkovine, ki na dolo¢en nacin zdravijo ali preprecujejo
bolezen. Poznamo mnogo vrst zdravil, ki se razlikujejo glede na sestavo in nacin njihovega
pridobivanja. V raziskovalni nalogi se bova osredotoCila na poseben postopek pridobivanja
bioloskih zdravil. Bioloska zdravila so terapevtski produkti, proizvedeni s pomocjo zivih
celic. Te celice so lahko bakterijske, glivne, rastlinske ali zivalske, odvisno od produkta, ki ga
zelimo pridobiti. Med bioloska zdravila pristevamo rekombinantne proteine, cepiva, alergene
in produkte iz krvi ali njenih komponent. Bioloska zdravila so kemijsko ve¢inoma proteini,
zahtevnejsa tudi glikoproteini, kar pomeni, da imajo izjemno kompleksno strukturo, ki jo je
nemogocCe poustvariti le preko kemicne sinteze, kot pridobivamo enostavnejSe molekule, na

primer paracetamol ali acetilsalicilno kislino  (aspirin)  (https:/lek.si/sl/skrb-za-

zdravje/podobna-bioloska-zdravila/bioloska-zdravila-in-podobna-bioloska-zdravila). 1z tega

razloga potrebujemo za proizvodnjo bioloskih zdravil Zive celice, v najinem primeru celice iz

jajénikov kitajskega hrcka ali celice CHO (chinese hamster ovarian cells).

s W S AN
. i
0. P TS = b
Fos iy N 2y o) ] gl
‘5‘ “55‘ ) ’
Aspirin Abacavir Somatropin Insulin Filgrastim Erythropoietin Etanercept Rituximab
[ Klasiéna zdravila ] [ preprosta bioloska zdravila ] [ kompleksna bioloska zdravila ]
[ MAJHNE MOLEKULE ] [ BIOLOSKE MOLEKULE ]

Slika 1. Primerjava velikosti in kompleksnosti molekul razlicnih zdravil (prirejeno po: Yale school of medicine, 2021)
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Ucinkovitost bioloSkih zdravil lahko v veliki meri pripiSemo strukturi njihovih zdravilnih
ucinkovin, saj jim ta omogoca vezavo na to¢no dolo¢eno tar¢no tkivo in preprecuje delovanje
na napacnega. Ta lastnost bioloSkim zdravilom omogoca, visoko ucinkovitost zdravljenja
bolezni, hkrati pa povzro¢ajo minimalne stranske ucinke. Primeri bolezni, za zdravljenje
katerih je razSirjena uporaba bioloskih zdravil, so rak, revmatoidni artritis, anemija, sladkorna

bolezen, luskavica in mnoge druge (https://lek.si/sl/skrb-za-zdravje/podobna-bioloska-

zdravila/bioloska-zdravila-in-podobna-bhioloska-zdravila).

Ravno tako kot sta raznolika struktura in pridobivanje bioloskih zdravil, so Siroke tudi
moznosti njihove uporabe. Med enostavnejSa bioloska zdravila spadajo tudi razli¢ni hormoni,
kot je inzulin, klju¢no orodje pri zdravljenju sladkorne bolezni ali somatropin, rastni hormon.
Za proizvodnjo enostavnejSih zdravil se najpogosteje uporabljajo celi€ne kulture bakterij ali
kvasovk, medtem ko so za proizvodnjo kompleksnejsih bioloskih zdravil, po zgradbi tipicno
glikoproteinov (beljakovin z vezanimi oligosaharidi), uporabljajo celi¢ne kulture sesalcev, ki
so zmozne glikolizacije ali pripenjanja sladkorjev na beljakovinske osnove. Primer takSnih
zdravil so monoklonska protitelesa, vrsta protiteles, usmerjenih proti enemu antigenu, torej
substanci na povrsini tujka, ki se veze s protitelesom. Monoklonska protitelesa se uporabljajo

vedinoma pri zdravljenju raka, avtoimunih bolezni (Skufca, 2021).

Prvo biolosko zdravilo je bilo v Evropi odobreno leta 2006, v Sloveniji pa je dovoljenje za
trzenje dobilo leta 2008. Danes je uporaba bioloskih zdravil Ze precej razsirjena, velik pa je
tudi potencial za razvoj novih vrst, ki bi v prihodnosti lahko pripomogle k zdravljenju

razli¢nih bolezni (https://lek.si/sl/skrb-za-zdravje/podobna-bioloska-zdravila/bioloska-

zdravila-in-podobna-bioloska-zdravila/).

2.1.2 Opredelitev pojma upstream

Za proizvodnjo bioloskih zdravil torej potrebujemo Zive celice, ki jih pred zacetkom procesa
spremenimo tako, da v genski zapis celice vnesemo navodila za proizvodnjo Zelene konc¢ne
ucinkovine. Naslednji korak je zaCetek procesa kultivacije ali namnozevanja celic. Bioprocesi,
torej procesi, v katerih uporabljamo razli¢ne zive sisteme za pridobivanje bioloskih
produktov, se v osnovi delijo na produkcijske in izolacijske procese (Skufca, 2021). V

biotehnologiji se za to delitev pogosteje uporabljata angleska izraza upstream za produkcijski
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(bioprocesni) del in downstream za proces izolacije, zato sva se odlocila za uporabo angleskih

izrazov tudi v najini raziskovalni nalogi.

Prvi del proizvodnega procesa bioloskih zdravil je upstream, katerega glavni cilj je v prvi fazi
rast celicne kulture in pridobitev ¢im vecje koncentracije zivih celic, ki lahko v drugi fazi
upstream procesa proizvedejo veliko zelenega produkta. Na zacetku imamo torej majhno
koncentracijo celic v vialah (1-2 mL), ki so globoko zamrznjene (na manj kot —130 °C) in se
v prvem koraku odtalijo ter prenesejo v sveZze gojiSce, kar povzro¢i razmnozevanje celic.
Celice za razmnozevanje potrebujejo ugodne pogoje, kot na primer zadostno koli¢ino hranil,
kisika, ugoden pH in temperaturo (Skufca, 2021). V primeru celic CHO, ki so sesalske celice,
morajo biti ti pogoji ¢im bolj podobni tistim v telesu sesalskega (Cloveskega) organizma. Z
veanjem Stevila celic se povecuje njihova koncentracija, zato jim kmalu zafenja
primanjkovati hranil. 1z tega razloga se celice za neprekinjeno rast po nekaj dneh prenese v
vecjo posodo s svezimi hranili. Tako celice skozi proces rasti prestavljamo v vedno vecje
posode s primernim gojis¢em in pogoji za rast, dokler ne dosezemo dovolj$ne koncentracije
zivih celic, da lahko celice gojimo Ze v vec sto ali celo tisoClitrskih bioreaktorjih. Temu delu

procesa pravimo subkultivacijska faza (https://pharsol.com/knowledge-hub/blog/upstream-

downstream).

o

Slika 2: Upstream proces (Prirejeno po: Upstream process in biotechnology, 2020)

V drugi fazi upstream procesa se tako z dovolj visoko koncentracijo celic lahko osredoto¢imo
na njihovo proizvajanje Zelenega produkta, kar dosezemo z izpostavitvijo celic manj ugodnim
pogojem. V prvi fazi potrebujejo celice optimalne pogoje za rast, v produkcijski fazi pa v bolj
stresnih pogojih pri¢nejo proizvajati ve¢ celi¢nih produktov. Tako je na koncu produkcijske

faze na gojiséu pomesanih ogromno komponent, kot so na primer ostanki gojis¢a, stranski
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produkti celic in pa tudi Zelena zdravilna u¢inkovina. Zadnja stopnja upstream procesa je
odstranjevanje celic, saj so le-te svojo nalogo opravile. Odstranjevanje celic z gojisca
imenujemo Zetev in jo izvedemo s centrifugiranjem, ob katerem se celice zaradi vecje gostote
oprimejo stene posode, tekocina pa lahko stece iz nje in je tako locena od celicne kulture. Na

koncu se za popolno locitev izvede Se globinska filtracija ostalega medija (Prasad, 2010).

4 — v s r:_ (]
| . | >
> I » o > | | » ao > r on
i+ | g *+ 0 I |
Kromatografija Kromatografija Virusna filtracija

Slika 3: Shematski prikaz downstream procesa (prirejeno po: PDA Journal of Pharmaceutical Science and Technology, in
May/June 2015)

Za ¢im bolj ekonomi¢no proizvodnjo je najbolje, da je faza rasti celic karseda kratka, saj od
tega dela procesa nimamo direktne koristi in jo je z razli¢énimi ukrepi tako bolje skrajsati,
medtem ko se v drugi, produkcijski fazi Zelena ucinkovina aktivno proizvaja, zato Zelimo, da
je ta del procesa daljsi in da so celice zmoZne produkt proizvajati ¢im ve¢ Casa. Ustvarjanje
matemati¢nega modela, ki bi omogocil taksno ureditev proizvodnje, je bil tudi eden izmed

ciljev najine raziskovalne naloge. Ugotovitve bova bolj podrobno opisala v poglavju 3.4.

2.1.3 Opredelitev pojma downstream

Downstream proces predstavlja drugi del proizvodnje biofarmacevtikov, v katerem lo¢imo
zeleni celi¢ni produkt (zdravilno ucinkovino), ki je nastal v produkcijski fazi, od ostalih
necisto¢. Poznamo mnogo razli¢nih tehnik lo¢evanja snovi. Izbira pravega nacina loCevanja je
odvisna od fizikalnih, kemijskih in bioloskih lastnosti snovi, ki jih Zelimo lo¢iti. Najpogosteje
se v industriji uporabljajo kombinacije razli¢nih tehnik lo¢evanja, najpomembneje pa je, da z
malo koraki in v ¢im krajSem casu pridobimo produkt s karseda majhnimi izgubami (Prasad,

2010).
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Najpomembnejsa metoda ¢iS€enja produkta je kromatografija, metoda, pri kateri izkoristimo
razlicne fizikalno kemijske lastnosti zdravilne ucinkovine, da jo lo¢imo od preostalih

komponent v raztopini.

Downstream proces ima v proizvodnji bioloskih zdravil tudi poseben pomen za varnost
konc¢nega izdelka. Znacilnost bioloskih zdravil je, da jih pacient prejme z injiciranjem v Zilo,
zato je zelo pomembno, da je konéni produkt popolnoma ocis¢en vseh kontaminantov, ki bi
lahko predstavljaj nevarnost za pacientovo zdravje (Skufca, 2021). To dosezemo s

postopkoma virusne inaktivacije in virusne filtracije.

Z downstream procesom v drugem delu proizvodnje torej dosezemo konéni produkt, izoliran
od ostalih celi¢nih produktov in snovi. V raziskovalni nalogi sva se osredotocila predvsem na
upstream proces in njegovo optimizacijo v proizvodnji, kljub temu pa je poznavanje osnovnih
principov downstream procesa klju¢no, ¢e zelimo razumeti proizvodnjo bioloskih izdelkov v

celoti in kompleksnost procesa, ki vodi do kon¢nega produkta.

2.1.4 Opredelitev pojma N-1 perfuzija (»n minus ena«)

Za opredelitev pojma perfuzija je dobro, da poznamo tudi pomen pojma bioreaktor.
Bioreaktor oz. fermentator je naprava, ki poustvarja biolosko okolje, v katerem lahko potecejo
razli¢ni bioprocesi s celicami. Delimo jih na ve¢ vrst glede na njihovo uporabo, ena izmed
njihovih glavnih znacilnosti pa so razli¢ni volumni; v najinem primeru gre za volumne vse od
20 pa do 20.000 L. V osnovi je bioreaktor sestavljen iz ve¢ komponent, za nas SO bistveni
posoda bioreaktorja ter cevi za dotok plinov in medijev. Ker pa je pri perfuzijskih procesih, Ki
so razlozeni v nadaljevanju, bistveno ohranjevanje volumna, je bioreaktor opremljen tudi z
odtokom. Za vzpostavljanje konstantnih razmer je v notranjosti bioreaktorja tudi mesalo, za
zunanje nacrtovanje razmer znotraj bioreaktorja pa so kljucni tudi senzorji (za pH,
temperaturo itd.). Za dolo¢anje KZC je pomembno tudi vzordenje vsebine bioreaktorja, S
katerim preverjamo ustreznost parametrov za ¢im optimalnej$e pogoje in ¢im boljSo rast celic.
Za vzpostavljanje optimalnih pogojev danes skrbijo racunalniski sistemi (kontrolne enote

bioreaktorja), ki po potrebi sami regulirajo parametre v bioreaktorjih (Madigan in sod., 2018).
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PRIKLOP NA RACUNALNISKI SISTEM

MEDIJ
SENZORJI
POSODA
BIOREAKTORJA
ODTOK

Slika 4: Shematski prikaz bioreaktorja (prirejeno po: General structure of a continuous stirred-tank type bioreactor,
Wikipedia, 2024)

Slika 5: Primer zibalnega bioreaktorja v proizvodnji (fotografija iz proizvodnje)
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Slika 6: Bioreaktor in njegovi sestavni deli v proizvodnji bioloskih ucinkovin (fotografija iz proizvodnje)
Pri perfuzijskem bioprocesu N-1 je osnovni princip, da celice ohranimo v eksponentni fazi
rasti. To storimo s stalnim dovajanjem hranil oz. svezega gojis¢a in s hkratnim odvajanjem
izrabljenega medija. Skupaj z izrabljenim medijem pa odvajamo tudi celice, ki jih s pomo¢jo
filtra ali membrane lo¢imo in nato vracamo V bioreaktor. V bioreaktorju tako vzdrzujemo
konstanten volumen. Z opisanim procesom so tudi koncentracije hranil idealne, kar povzro¢i
izjemno hitro rast celic (eksponentna faza rasti) in nam omogoca doseganje veliko vi§jih

koncentracij zivih celic kot v klasi¢nem bioreaktorju (Flickinger in sod., 2013).

Perfuzija je zato idealen postopek tudi za zmanjSevanje potrebnega volumna, saj lahko S
perfuzijo N-1 proces izvajamo v manjsih bioreaktorjih kot sicer in v postopku vseeno

pridobimo enake koncentracije Zivih celic.

Za boljso predstavo opisanega postopka sva izdelala tudi graf, ki prikazuje dosezeno KZC v

klasi¢nem procesu N-1 v primerjavi z doseZeno KZC v perfuzijskem procesu N-1.
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Graf 1: Primerjava dosezene KZC v perfuzijskem procesu N-1 in v navadnem procesu N-1

Graf 1 prikazuje dosezene KZC po dnevih v razli¢nih procesih. Z grafom, ki sva ga na izrisala
na podlagi prej pridobljenih teoreti¢nih znanj opisanih v tem poglavju, sva zelela prikazati
predvsem ugodnost perfuzijskega predprodukcijskega procesa v proizvodnji. Perfuzijski
proces sva po pridobljenih virih zakljuéila po Sestih dneh, saj se je to na podlagi preteklih
raziskav izkazalo kot ena optimalnejsih opcij za nacepitev zadostne KZC, prikaz pa je zgolj
genericen, saj je hitrost rasti odvisna od ve¢ faktorjev, kot so npr. klon, gojis¢e, pogoji v BR
idr. Vmesne vertikalne ¢rte prikazujejo najvisje dosezene koncentracije celic v perfuzijskem
in navadnem procesu N-1. Rdeca ¢rtkana érta na grafu pa prikazuje najvisjo dosezeno KZC v
navadnem procesu N-1. Vidimo lahko, da v navadnem procesu N-1 doseZzemo najvisjo
koncentracijo celic po Sestih dneh, v perfuzijskem procesu pa isto koncentracijo celic
dosezemo Ze po §tirih dneh. Po $estih dneh pa dosezemo Ze bistveno vigjo KZC (zelena
Crtkana Crta). Z zgornjega grafa lahko zato razberemo, da je perfuzija veliko ucinkovitejsi
proces za skrajSanje postopka proizvodnje bioloskih u¢inkovin. Spodnja shema prikazuje tudi
shemo perfuzijskega procesa N-1 v proizvodnji. (Development of an intensified fed-batch
production platform with doubled titers using N-1 perfusion seed for cell culture

manufacturing; Bioresources and Bioprocessing).
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Slika 7: Shema ATF in TFF perfuzije N-1 (prirejeno po: N-1 perfusion ATF in TFF scheme, 2019, eScience direct)

Bistvena prednost N-1 perfuzije pred navadnim MS procesom pa je, da lahko v MS bioreaktor
nacepimo visje koncentracije celic, s tem pridobimo na ¢asu MS procesa in hkrati prej
zacnemo produkcijsko dobo nasih celi¢nih klonov, ko njihova koncentracija doseze cca. 30
mio ZC/mL in po spremembi pogoja zaénejo (pH, temperatura itd.) z izdelavo naega titra

(produkta). Opisano razliko prikazuje tudi slika 8.

RAZLIKAV
KONCENTRACIII
PRODUKTA

v

KOLICINA PRODUKTA

SUBKULTIVACIISKA CAS N-1 perfuzija CAS
FAZA S PERFUZIIO N-1

Slika 8. Kolicina produkta v razlicnih procesih (povzeto po: lintensified fed-batch and fed-batch, ResearchGate, 2024)
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3 PRAKTICNO-RAZISKOVALNI DEL

3.1 Pomen nacepitvene koncentracije celic v proizvodnji bioloskih izdelkov in

ucinkovitost perfuzije N-1

Nacepitvena koncentracija zivih celic nam pove, koliko Zivih celic na mL smo nacepili
(ponavadi jih karseda veliko koli¢ino nacepimo s perfuzijo N-1) pred zacetkom glavne
produkcijske faze (najvecji bioreaktor) procesa izdelovanja bioloskih u¢inkovin — pove nam, s
kaksno koncentracijo zivih celic Smo vstopili v upstream proces. V raziskovalni nalogi naju je
zanimalo predvsem, kako to vpliva na proizvodnjo bioloske ucinkovine v odvisnosti od casa,
v katerem nato dobimo na$ produkt. Glede na ugotovitve, ki sva jih z raziskovalnim delom
pridobila, sva izrisala grafa 2 in 3, ki prikazujeta pomen razli¢nih nacepitvenih koncentracij

ZC v sami proizvodnji u¢inkovine.

3.1.1 Vpliv nacepitvene koncentracije celic na produkcijo zdravilne ucinkovine

Pri opredelitvi nacepitvene koncentracije Zivih celic gre za eksponentno sorazmerje, saj naj bi
se Stevilo celic v matemati¢nem smislu vsak dan eksponentno povisalo, kar ustrezno prikazuje

tudi graf 2 (spodaj).
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Graf 2: Vpliv razlicnih nacepitvenih koncentracij ZC na nadaljnjo rast koncentracije ZC
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Ker pa gre za zive celice, njihove rasti ne moremo omejiti zgolj na idealne matemati¢ne
postopke. Z grafa 2 lahko razberemo, da se KZC ne glede na nacepitvene koncentracije Zivih
celic, ko doseZejo mejo med 30 in 35 mio ZC/mL, ustavijo in zagnejo pocasi padati, in sicer
zaradi spremembe razmer v BR (T-shift), ki jo po navadi povzro¢imo S spremembo
temperature (McHugh et. al., Biotechnology process, 2020). S tem spodbudimo celi¢ni
metabolizem, kar pomeni, da se za¢ne intenzivna produkcija nase zdravilne ucinkovine. Prej
kot lahko za¢nemo temperaturni shift, ve¢ produkta bo nastalo, saj je s tem produkcijska faza

daljsa. Ta del procesa pa opise tudi graf 3, ki prikazuje potek procesa MS v BR.
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€ 25
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N 20 SPREMEMBA POGOJA V BR — FAZA
o RASTI CELIC
‘€ 15 IZDELOVANJA PRODUKTA
N
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5
0
0 2 4 6 8 10 12
CAS [dnevi]

Graf 3: Rast celic in pogoji v BR

Bistvo vpraSanja, ki sva ga postavila tudi v hipotezi 1, je odvisnost koli¢ine proizvedenega
produkta od nacepitvene koncentracije. Z grafa 2 vidimo, da je v primeru nizke nacepitvene
koncentracije (0,5 mio KZC/mL) potrebnih 6 dni, da pridejo celice v produkcijsko fazo (nad
30 mio KZC/mL), kar pomeni, da lahko celice v primeru 10-dnevnega procesa produkt
proizvajajo samo 4 dni. Na drugi strani pa sta v primeru nacepitvene koncentracije 10 mio
KZC/mL potrebna le 2 dneva, da celice zrastejo dovolj, da lahko izvedeno T-shift in s tem
sprozimo produkcijo u€inkovine. S tem pridobimo dodatne 4 dni produkcije v primerjavi z

najnizjo nacepitveno koncentracijo.

Spodaj sledi se lo¢en prikaz grafov rasti celic z razliénimi nacepitvenimi koncentracijami.
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Graf 4:4.1-4.4: Zacetek produkcijske faze procesa glede na razlicne KZC

Zgoraj predstavljeni grafi (4.1-4.4) so bili pridobljeni s pomoc¢jo matematicnega modela, ki
sva ga izdelala na podlagi referenc iz znanstvene literature in prakti¢nih izkusenj iz
proizvodnje. Matematicni model omogoca spreminjanje razlicnih parametrov (hitrost rasti
celic, koncentracija ob T-shiftu, trajanje procesa ...), kar lahko spremeni naravo procesa,
vendar sva v vseh primerih priSla do istega zakljuCka: vi§ja nacepitvena koncentracije
drasti¢no izboljsa uéinkovitost procesa. (Solle, D. Optimization of a mAb production process

with regard to robustness and product quality using quality by design principles).

3.1.2 Vpliv nacepitvene koncentracije na kolicino proizvedenega produkta v procesu MS

V hipotezi 1 sva se ukvarjala predvsem Se s koli¢ino produkta, ki po najinih predvidevanjih
pred zacetkom raziskovanja ne bi bila odvisna od nacepitvene koncentracije, kar sva sklepala
predvsem po tem, da se rast koncentracije celic upoc€asni, ustavi in celo zmanjs$a po tem, ko
celice doseZejo cca. 30 mio ZC/mL. Za namen potrditve hipoteze 1 sva prav tako na podlagi
aproksimacije izkusSenj izrisala graf 5, ki prikazuje koli¢ino produkta v odvisnosti od
koncentracije ZC. Za vstop v bioproces z razli¢nimi nacepitvenimi koncentracijami celic pa je
bistven prestage, za katerega sva privzela perfuzijski proces N-1, katerega bistvo je, da celice

¢im bolj namnozimo, podrobneje pa je proces opisan v poglavju 2.1.4.

Na podlagi vseh do sedaj razlozenih ugotovitev sva nato izrisala Se graf 5, ki prikazuje

koli¢ino produkta glede na razliéne nKZC.
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Po postavljeni hipotezi

HIPOTEZA 1 Nacepitvena koncentracija celic v bioreaktorju ne vpliva na koli¢ino

proizvedenega produkta.

in najinih predvidevanjih bi moral graf koli¢ine produkta v odvisnosti od nKZC potekati

linearno (graf 5, oranzni trend):

KOLICINA PRODUKTA PRI RAZLICNIH nKZC

35
30
25

20

15 —8—rezultat

¢ redpostavka
10 preap

Koli¢ina produkta [g/L]

0 2 4 6 8 10 12
nKZC [mio KZC/mL]

Graf 5: Predvidevana in dejanska kolicina produkta glede na razlicne nKZC

Ker nisva nasla posebnih raziskav in objektivnih virov na to temo, sva graf 5, ki prikazuje
dejansko koli¢ino produkta v odvisnosti od nacepitvene koncentracije zivih celic, izrisala na

podlagi aproksimacij in proizvodnih izkuSen;.

Kot je razvidno z grafa 5, se koli¢ina produkta v odvisnosti od nacepitvene koncentracije ZC
spreminja (graf 5, zeleni trend) in to je dokaz, s katerim sva morala ovreci hipotezo 1.

Komentar na hipotezo je zapisan v poglavju 4.1.
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3.1.3 Ucinkovitost perfuzije N-1 v proizvodnji bioloskih izdelkov

Z raziskovanjem hipoteze 1 sva hkrati nevede kosc¢ek za kos¢kom odkrivala tudi ozadje
hipoteze 2.

HIPOTEZA 2 Pri enakem celi¢nem klonu lahko s perfuzijo N-1 pridobimo ve¢ produkta kot

v navadni tehnologiji.

Kot opredeljeno v poglavjih 3.1.1 in 3.1.2, smo s perfuzijo nacepili ustrezno koncentracijo
celic, s katero smo nato vstopili v MS proces. Za laZjo obravnavo hipoteze 2 Se enkrat

dodajava graf 1, ki navaden proces N-1 primerja s perfuzijskim procesom N-1.

KONCENTRACIJA CELIC
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N
o 60
e N-1 perfuzija
g Y N-1
X~

20

0
0 2 4 6 8 10 12
CAS [dnevi]

Graf 6; Dosezene KZC v razlicnih procesih

Kot sva omenila ze v teoreticnem delu raziskovalne naloge, je perfuzija bistvena za nacepitev
¢im visje koncentracije celic pred vstopom v bioprodukcijski proces. V hipotezi 2 pa sva se
ukvarjala z ucinkovitostjo perfuzijskega prestage procesa v produkcijskem delu MS. Pri
perfuziji smo v MS proces tako vstopili s KZC 100 mio ZC/mL, pri navadnem procesu N-1 pa
s koncentracijo 34 mio ZC/mL. Graf 7 prikazuje koli¢ine produkta, ki smo ga dobili v procesu

MS z dvema razli¢nima prestage procesoma.
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KOLICINA PRODUKTA PRI RAZLICNIH PRESTAGE PROCESIH
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Graf 7: Kolicina produkta pri razlicnih prestage procesih po vstopu v MS

Z grafa 7 razberemo, da je N-1 perfuzijski prestage proces izboljsal u¢inkovitost produkcijske
faze bioprocesa v primerjavi z navadnim N-1 procesom, saj z nacepitvijo visje zaetne
koncentracije, s katero nato vstopimo v MS proces, v MS procesu dobimo tudi ve¢ produkta.

S tem je hipoteza 2 potrjena. Podrobnejsi komentar hipoteze sva zapisala v poglavju 4.1.

3.2 Povecava produktivnosti obrata z razli¢nimi ukrepi in N-1 perfuzijo

V poglavju 3.1 sva dokazala, da z implementacijo perfuzije v N-1 stopnjo procesa dosezemo
visjo KZC v krajsem asovnem obdobiju, kar je bistven podatek za najino raziskovanje tretje

postavljene hipoteze:

HIPOTEZA 3 V daljSem ¢asovnem obdobju je navaden fed-batch proces prav tako
ucinkovit kot proces z N-1 perfuzijo.

Uporaba N-1 perfuzije omogoca vi§jo zacetno nacepitveno koncentracijo celic v
produkcijskem bioreaktorju in ob zakljuCku procesa tudi vec¢jo koli¢ino produkta, kot bi
nastala pri uporabi klasi¢ne tehnologije. Ze s tem podatkom samim lahko torej delno ovrzeva
hipotezo 3, ki sva jo postavila zaradi predvidevanja, da vi§ja nacepitvena koncentracija ne bo

vplivala na koli¢ino produkta.
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Pri vrednotenju ucinkovitosti procesa z N-1 perfuzijo pa je treba upostevati tudi, da z njo
potrebno KZC doseZemo v krajsem &asu, torej pomeni za proizvodnjo ¢asovni prihranek in
omogoca, da letno izvedemo vecje Stevilo proizvodnih serij ter povecamo celotno koli¢ino
produkta. Do teh ugotovitev sva priSla z izrisovanjem matemati¢nih modelov trajanja

razli¢nih faz v procesu, ki so predstavljeni v tabelah 3 in 4.

1vl 1lvl
TRANEPROCESA[dnev]: [N-1  [BRL _ |N-1__ [BRL TRAPNEPROCESAchev]:_IN-1 1|BRl N1 [BR
1 -1 ) a
2 0 3 1
3 1 4 2
4 2 5 3 -1
5 3 6 4 0
7 1
6 4 8 -
7 5 1 9 3
8 6 0 10 4
9 1 1 5
10 2 12 6
13 7
1 < 14 8
12 4 o -
13 5 -1 16 10
14 6 0 17 11 =il
15 7 1 18 12 0
16 8 2 19 13 1
20 14 2
17 9 3 o 3 N
18 10 4 22 4 0
19 5 -1 23 1
20 6 0 24| 2
21 1 25 3
22 2 26 4
27 5
23 3 28 6
24 a 29 Y
25 5 30 8
26 6 3 9
27 7 32 10
28 8 33 11
34 12
29 9 35 13
30 10 36 14]
Tabela 3: Trajanje procesa z N-1 perfuzijo Tabela 4: Trajanje procesa brez N-1 perfuzije

V tabelah je predstavljeno trajanje dveh serij v procesu. Levi stolpec predstavlja Stevilo dni v
procesu, v desnem pa je razvidna razporeditev bioreaktorjev po dnevih. Zeleni stolpci so tako
N-1 faza proizvodnje, vijoli¢ni pa N oziroma produkcijska faza proizvodnje (oznaceno z BR1
ali bioreaktor 1). Dan —1 predstavlja dan, ko se bioreaktor pripravlja (¢iS¢enje, sanitacija in
priprava gojis¢a) na novo serijo in je zato zaseden, na dan 0 pa v bioreaktor nacepimo novo

gojisce. Temno vijoli¢ni stolpci predstavljajo dni, ko bioreaktor stoji neuporabljen.

V tabeli 3 je predstavljeno trajanje celotnega procesa v primeru, da je v N-1 delu izvedena
perfuzija, ki obi¢ajno traja 4-9 dni (Rittershaus, 2022). Ce predpostavimo, da traja perfuzijski
proces v tem primeru 6 dni, je MS bioreaktor popolnoma utiliziran in se proces ponavlja na 11

dni. V tabeli 4 pa je izrisano trajanje procesa brez perfuzije, kjer traja N-1 del 4 dni. Po
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pregledu podatkov iz literature sva za trajanje MS procesa izbrala 14 dni, kar je povpreéje v

industriji, polega tega se to tudi sklada z najinim simulacijskim modelom (Khanal, 2021).

Pri navadnem fed-batch procesu je namre¢ MS zaradi nizje koncentracije Zivih celic okoli 4
dni daljsi zaradi daljSega Casa za rast celic, ki ga z N-1 procesom ne potrebujemo, kot ze
opisano v poglavju 3.1. Ena serija se tako ponavlja na 15 dni. To pomeni, da bi trajanje
procesa v proizvodnji ob taks$nih pogojih lahko z uporabo perfuzije vsako serijo skrajsali za 6
dni.

V obdobju enega leta bi s takSno ureditvijo proizvodnje dobili sledeCe rezultate:

Perfuzija v N-1 delu Proces brez perfuzije
Maksimalno letno Stevilo 32,4 25,4
serij
Maksimalna letna koli¢ina | 108.742 85.440
produkta [g]

Komentar: lzracun velja v idealnih pogojih, ko ima vsak produkcijski bioreaktor (1.000 L) svoj N-1 bioreaktor in sta oba
maksimalno izkoris¢ena. Predpostavijen titer je 3,36 g/L glede na povprecno simulacijo v modelu.

Tabela 5: Primerjava letnega Stevila serij

1z tabele je razvidno, da bi z uporabo perfuzije letno lahko izvedli priblizno 7 serij ve€ kot pri
uporabi navadne tehnologije, kar pomeni, da s perfuzijo dosezemo precejSnjo optimizacijo
procesa tako v ¢asovnem smislu kot v koli¢ini proizvedenega produkta, ki sva jo izracunala na
podlagi istih podatkov, in sicer s spremenljivko letnega Stevila serij. Ta ugotovitev je v

nasprotju s hipotezo 3, ki sva jo tako ovrgla. Podrobnejsi komentar je zapisan v poglavju 4.1.
Z navezavo na podatke iz tabel 3, 4 in 5 lahko potrdiva tudi hipotezo 4:

HIPOTEZA 4 Matematicni model N-1 perfuzije lahko izboljsa ucinkovitost

proizvodnje.

Z ustvarjanjem matemati¢nega modela obrata, v katerega je vklju¢ena N-1 perfuzija, nama je
uspelo ustvariti ureditev proizvodnje, v kateri lahko letno izvedemo 7 serij ve¢ kot v modelu

brez perfuzije v N-1 delu procesa, kar pomeni, da se letno Stevilo serij poveca skoraj za 27 %.

Matematicni model nama je tako pomagal pri razmiSljanju o optimizirani ureditvi

proizvodnje, zato sva hipotezo 4 potrdila.
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3.3 Matemati¢ni modeli proizvodnje bioloskih izdelkov

Pri nacrtovanju proizvodnih kapacitet in s tem letne koli¢ine proizvedenega produkta pa je
zelo pomemben Se en aspekt: utilizacija proizvodne opreme. Oprema je namrec izjemno draga
(tudi ve¢ milijonov na bioreaktor), zato je pomembno, da je oprema ves ¢as v uporabi in ne
stoji prazna, kar se mnogokrat zgodi zaradi kompleksnosti ureditve obratov in zahtevnosti
usklajevanja urnikov razlicnih procesov. Eden izmed najinih ciljev pred zacetkom
raziskovanja je bil tudi ustvariti matemati¢ni model, ki bi omogocal ¢im boljSo utilizacijo

opreme.

8
/Q 7”7
i— 9" w:%

lnal lna?2 l1na3

Slika 9: Shema bioreaktorskih konfiguracij

Na sliki 9 so prikazane razli¢ne bioreaktorske konfiguracije. Bioreaktorska konfiguracija je
pojem, ki pomeni povezanost bioreaktorjev v obratu oziroma mesto njihove uporabe. V
prvem primeru je na sliki prikazana konfiguracija 1 na 1, kar pomeni, da iz enega
bioreaktorja, v katerem je potekal N-1 proces (na sliki N-1 bioreaktorje prikazujejo manjsi
bioreaktorji), preidemo na en bioreaktor v MS. V drugem primeru iz enega N-1 bioreaktorja
izmeni¢no prehajamo na dva razlicna MS bioreaktorja. Po koncani prvi seriji v N-1 BR, ko
smo medij nacepili v MS bioreaktor, lahko takoj zaénemo z naslednjim procesom, vsebino pa
nato nacepimo v drugi MS bioreaktor. Tako se cikel vedno znova ponavlja. Po enakem
principu deluje tudi konfiguracija 1 na 3, zadnja na sliki. 1z enega N-1 BR v tem primeru

medij izmenic¢no prestavljamo v 3 razli¢ne bioreaktorje.

31



SPOLJAR SLIVNIK, Zala. éTIfTER, Tilen. Raziskovalna naloga: Priprava modela za optimizacijo
proizvodnje bioloskih izdelkov. SC Ravne na Koroskem, Gimnazija Ravne na Koroskem, 2023/2024.

-1 BR1 N-1 BR1 N-1 BRL N-1 BR2 N-1 BR1 N-1 BR2 N-1 BRL N-1 BR2 N-1 BR3 N-1 BR1 N-1 BR2 N-1 BR3

B R WN O &
Do e WO A
Bt AW o s

- o

mu"=-w'“>-“=>‘-‘-

SvueN®oewn
SoeNe o s wN O
O ! e W e oS
CoENG O AEWN RO &
oo h W o

B W e O e

&MN—G‘F.
T N S I OIS
Boowooswoesob

Sovovoorwmemoh

DU END R LN RO
= N R A
o ewN e o &

S WO NO MR WN RO &
=
—- o

,_.
o s w

=
Soe~wow
= .
Bovovuoorwneoh
O ;e W o
LR N R -

DWwm At E WM O

Tabela 6: Model utilizacije opreme

V zgornji tabeli je predstavljen model proizvodnje s 6-dnevnim trajanjem N-1 dela in 10-
dnevnim trajanjem produkcijskega dela proizvodnje. V tabelo so vkljucene 3 razli¢ne
bioreaktorske konfiguracije in njihov vpliv na utilizacijo opreme. V drugem primeru iz enega
N-1 bioreaktorja prehajamo na dva in v tretjem na tri bioreaktorje. Zeleni stolpci predstavljajo
Cas (po dnevih), ko poteka N-1 del procesa, vijoli¢ni, modri in rumeni stolpci pa predstavljajo

3 razli¢ne produkcijske bioreaktorje.

Po Sestih dneh v N-1 BR v prvi konfiguraciji prestavimo njegovo vsebino v prvi produkcijski
BR (oznacen z BR1), ki je nato v uporabi 10 dni. Dan —1 predstavlja dan za pripravo BR pred
novo serijo. Ko je N-1 reaktor po zaklju¢enem Sestem dnevu spet prost, ga lahko pripravimo
za novo serijo, ki jo nato spet prestavimo v isti bioreaktor, v katerem je do takrat prejSnja
serija ze zakljucena. Proces se tako nenehno ponavlja. Enako usklajevanje se dogaja pri drugi
in tretji konfiguraciji (v drugem in tretjem razdelku tabele), le da gojis¢e iz N-1 bioreaktorja

izmenicno cepimo v BR2 ali pa v tretjem primeru BR2 in naslednji¢ BR3.
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Najbolj bistvena pa so v prikazu temno vijoli¢no oznacena polja tabele, ki predstavljajo dni,
ko bioreaktor v obratu stoji neuporabljen. Razlog za to je razli¢na dolzina N-1 in MS procesa,

saj morata biti konec N-1 dela in zacetek MS dela procesa usklajena.

V primeru ureditve proizvodnje po zgornjih konfiguracijah lahko razberemo, da je pri
konfiguraciji 1 na 2, N-1 BR v uporabi ves ¢as, BR1 in BR2 pa sta po koncu vsake serije 3

dni prazna.

Ce na enak na¢in analiziramo konfiguraciji 1 na 1 in 1 na 3 iz tabele 6, opazimo, da v prvem
primeru N-1 BR stoji 4 dni na serijo, v tretjem pa vsak izmed produkcijskih BR stoji 12 dni

po vsaki koncani seriji.

Podatke o utilizaciji (izkori$C¢enosti) sva za vse tri konfiguracije povzela v tabelah 7 in 8:

KONFIGURACHIA | BIOREAKTOR |UTILIZACIJA OPREME
N-1 80 %

lnal BR1 100 %
N-1 100 %

1na?2 BR1, BR2 89,30 %
N-1 100 %

1na3 BR1, BR2, BR3 |66,67 %

Tabela 7: Utilizacija opreme pri razlicnih BR konfiguracijah

Iz tabele 7 je razvidno, da je utilizacija opreme pri taksnih dolzinah N-1 in MS procesov
najboljsa v konfiguraciji 1 na 2, medtem ko je pri konfiguraciji 1 na 1 N-1 BR prazen 20 %

Casa, pri konfiguraciji 1 na 3 pa so produkcijski BR prazni kar tretjino ¢asa.
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] KOLICINA
SISTEM LETNO ST. SERIJ (za en bioreaktor) | PRODUKTA [g]
1N-1; 1 BR 32,4 108.742
1N-1; 2 BR 27,04 90.720
1N-1; 3BR 20,3 68.208

Tabela 8: Letno st. serij pri razlicnih BR konfiguracijah

Nasprotno je po podatkih iz tabele 8 razvidno, da je najve¢ letnih serij izvedenih v
konfiguraciji 1 na 3 in da je pri taksni ureditvi proizvedenega tudi najvec produkta, saj imamo
v zadnjem sistemu tri bioreaktorje in se tako letno Stevilo serij poveca. Kljub temu pa lahko
ugotovimo, da je takSna konfiguracija v tem primeru za proizvodnjo manj ekonomicna kot
konfiguracija 1 na 2, saj zasede 3 bioreaktorje in omogoca proizvodnjo le nekaj ve¢ produkta,
kot ga je proizvedenega v konfiguraciji 1 na 2. Hkrati je lahko prost BR, ki ostane ob izbiri
konfiguracije 1 na 2, uporabljen v kombinaciji z drugim N-1 BR in je tako bolje utiliziran v

drugaéni konfiguraciji.

Na podlagi izdelanega matemati¢nega modela za primer obrata s prej opisanimi dolzinami

N-1 in MS procesa lahko ovrednotiva hipotezo 5:

HIPOTEZA 5 Z manjSimi posegi Vv obstojeCo proizvodnjo lahko povecamo

produktivnost obrata.

Prek izdelave matematicnega modela razlicnih bioreaktorskih konfiguracij sva raziskovala
vpliv manj$ih sprememb v organizaciji proizvodnje na produktivnost obrata. Z izraCuni
utilizacije opreme, letnega Stevila serij in proizvedene koli¢ine kon¢nega produkta sva lahko
dolocila najbolj optimalno ureditev obrata in tako dokazala, da lahko z manjSimi posegi
optimiziramo njegovo produktivnost. Na podlagi teh ugotovitev potrjujeva hipotezo 5, ki jo

bova podrobneje komentirala v poglavju 4.1.
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S pridobljenim znanjem o ustvarjanju modelov bioreaktorskih konfiguracij sva razmisljala
tudi o inovativnem modelu, s katerim bi lahko bili bioreaktorji v obratu popolnoma utilizirani.
Tako sva ustvarila konfiguracijo z izmenjevanjem dveh N-1 perfuzijskih bioreaktorjev in treh
bioreaktorjev v produkcijskem delu procesa. V najini konfiguraciji traja N-1 del s perfuzijo 6
dni, MS del procesa pa 10 dni. TakSna ureditev obrata v proizvodnji ni ustaljena, z njeno

implementacijo pa bi lahko utilizacijo opreme dvignili na 100 %.

Model predstavlja zanimivo novost, s katero bi lahko najina raziskovalna naloga precej

pripomogla k splosni produktivnosti industrijskih obratov.

Za boljso predstavo pa sva tudi za najin inovativni model izdelala shematski prikaz.

8
B

/7 I\

Slika 10: Shematski prikaz konfiguracije 2 N-1, 3 MS BR

35



SPOLJAR SLIVNIK, Zala. éTIfTER, Tilen. Raziskovalna naloga: Priprava modela za optimizacijo
proizvodnje bioloskih izdelkov. SC Ravne na Koroskem, Gimnazija Ravne na Koroskem, 2023/2024.

N-1(1) BRL N-1(1) BR2 N-1(1) BR3 N-1(2 BRL N-12) BR2 N-1(2 BR3 |N-1(1) BRL N-1(1) BR2 N-1(1) BR3 N-1(2 BRL N-12 BR2 N-12) BR3

OO AN R OR

SBoo~ourwnroh
OV AN RO
rwNnR OB
DO WN RO

Sow~oan
oCUAONEOR

=
CENOO A WN R OB
ouAWNREOR

e .
Soom~wonsrwnroh
o
S
OO A WNEO R
OV AN RO

CBNO O A WN RO R
PwNPROM

1S
Boowounswnroh
Boo~oan
CURONEOR
Bom~wounnrwnrobh
OV AN R OR
rwNPR OB
OO A WNEOR
CBNO O A WN ROk
OO AWN RO

Soow~oan
=
S

,_.
CENO O A WN R OR

OUAWNRE O

o
5]

Som~Nonswnr ok

=

Tabela 9: Bioreaktorska konfiguracija 2 N-1 BR na 3 MS BR

V tabeli 9 je tako prikazan nov matemati¢ni model, ki sva ga ustvarila prek preizkusanja
razliénih moznosti ureditve bioreaktorskih konfiguracij v obratu. Ugotovila sva, da lahko
najvecjo utilizacijo opreme dosezemo z izvajanjem dveh N-1 procesov, ki ju usklajujemo s
tremi produkcijskimi bioreaktorji. Najprej trikrat ponovimo N-1 proces v bioreaktorju, ki je
oznacen s svetlo zeleno barvo v tabeli, in po kon¢anem prvem delu procesa gojis¢e nacepimo
najprej v BR1, nato po novem N-1 procesu v BR2 in nazadnje Se BR3. Isto nato ponovimo z
drugim N-1 bioreaktorjem (stolpci svetlo oranzne barve). Ob izrisu ve¢ serij v modelu sva
ugotovila, da je trajanje vseh procesov ob tak$ni ureditvi povsem usklajeno in da je tako
proizvodna oprema popolnoma utilizirana. V modelu tako ni nobenih temno vijoli¢no

oznacenih polj, ki so v tabelah 3, 4 in 6 predstavljala opremo, ki ni v celoti utilizirana.
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Taks$na ureditev bioreaktorjev V proizvodnji trenutno Se ni ustaljena, a bi z njeno uporabo
lahko dosegli mnogo boljso utilizacijo opreme in s tem posredno proizvedli vecjo koli¢ino
produkta oz. zdravilne ucinkovite. 1z tega razloga verjameva, da ima najin model velik
potencial in da bi podjetja s tak$no ureditvijo proizvodnje lahko znatno povecala

produktivnost svojih obratov za proizvodnjo bioloskih izdelkov.

Za lazjo predstavo 0 pomembnosti optimizacije proizvodnje bioloskih izdelkov sva iz
literature zbrala Se podatke za izraCun stroSkovnega vidika optimizacije. Proizvodnja

biofarmacevtskih u¢inkovin je izjemno draga zaradi naslednjih dejavnikov (Khanal, 2021):

e uporablja se visokotehnoloska oprema, ki je izjemno draga,
e proces se izvaja s surovinami visoke Cistosti, ki so redke na trgu oz. jih je treba
dodatno razviti,

e proces izvaja visoko usposobljen kader, ki ga je tezko pridobiti na trgu dela,

e proces je energetsko zahteven,

e proces se izvaja v Cistih prostorih, ki imajo visoke stroske gradnje.
Glede na podatke iz literature sva zasledila, da je cena 1 g u¢inkovine od 300 do 500 dolarjev
na gram (Khanal, 2021).

V tabeli 10 je podana primerjava standardnega fed-batch procesa s procesom z N-1 perfuzijo.

Stevilo serij letno Vrednost produkta v dolarjih
Fed-batch (1 nal 25,4 34,2mio $
konfiguracija)
N-1 perfuzija (1 na 1 32,4 43,5 mio $
konfiguracija)

Tabela 10: Financna primerjava fed-batch procesa in N-1 perfuzije

Tabela prikazuje, da lahko tovarna bioloskih zdravil letno prihrani 9,3 mio $. 1z tega podatka
je razvidna finan¢na korist uporabe perfuzije v N-1 delu procesa, saj pomeni znaten prihranek
in ve¢jo koli¢ino produkta, kot bi ga lahko pridobili v navadnem fed-batch procesu. Tudi z
optimizacijo utilizacije proizvodne opreme in uporabo najinega matematicnega modela
(tabela 9) bi lahko na podoben na¢in dosegli velike izboljSave. Vrednosti produkta so pri
izracunih v tabeli ocenjene in veljajo bolj za ameriSke razmere. Podatki za slovenski in

evropski trg niso na voljo.
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4 Interpretacija in zakljucek

4.1 Interpretacija rezultatov

Ob pisanju raziskovalne naloge sva ugotovila, da je proizvodnja bioloskih izdelkov zelo Sirok
pojem, ki ga niti slucajno nisva mogla v celoti spoznati in opredeliti zgolj v eni nalogi. Ravno
zaradi kompleksnosti procesa bi pretirani posegi v proizvodnjo lahko pomenili vprasljivo
kakovost bioloskih uc¢inkovin in bi s tem Se podaljsali ¢as proizvodnje in proizvodne stroske.
Kljub vsemu pa sva ugotovila, da bi lahko z manjSimi posegi dosegla popolno utilizacijo
opreme. Primeri posegov so spremembe trajanja N-1 in main stage faze procesa, dodatek
enega N-1 perfuzijskega bioreaktorja ali prilagoditev proizvodnega plana. S temi ukrepi bi
lahko pospesili proizvodnjo in s tem bioloske izdelke naredili splo$no bolj dostopne tistim, ki
jih nujno potrebujejo. Ugotovila sva tudi, da samo ozadje proizvodnje bioloskih uc¢inkovin
zahteva ogromno biotehnoloskega, kemijskega, bioloSkega, farmacevtskega in drugih znanj in
da kljub napredni racunalniSski opremi, ki spremlja vse procese, Se vedno potrebujemo
znanstvenike, ki vse pogoje nadzorujejo, jih optimizirajo ter testirajo kakovost izdelkov,

katerih produkcijska doba lahko do zacetka razvoja do prodora na trg traja tudi vec¢ kot 10 let.

Na podlagi rezultatov, teoreti¢nega znanja in aproksimacij iz proizvodnje sva nato potrdila in

ovrgla hipoteze.

HIPOTEZA 1 Nacepitvena (zacetna) koncentracija celic v

bioreaktorju ne vpliva na koli¢ino proizvedenega

OVRZENA
produkta.
HIPOTEZA 2 Pri enakem celi¢nem klonu lahko s perfuzijo N-1
pridobimo ve¢ produkta kot v navadni tehnologiji. POTRIENA
HIPOTEZA 3 V daljsem ¢asovnem obdobju je proces fed-batch prav
tako ucinkovit kot proces z N-1 perfuzijo. y
OVRZENA
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HIPOTEZA 4 Matematicni model N-1 perfuzije lahko izboljsa

ucinkovitost proizvodnje. POTRIENA

HIPOTEZA5 Z manjSimi posegi v obstojeco proizvodnjo lahko

¢ dukti t obrata.
povecamo produktivnost obrata POTRIENA

Tabela 11: Potrjene in ovrZene hipoteze

Ovrgli smo torej prvo hipotezo, ki kaze na pomen prestage procesov in njihovega vpliva na
nacepitvene koncentracije celic, saj so ravno te tiste, ki klju¢no vplivajo na optimizacijo
proizvodnje, ki je tudi predmet najine naloge. Nacepitvene koncentracije ZC so torej tiste, ki
lahko proizvodnjo skrajSajo in s tem omogocijo hitrejSo in lazjo dostopnost bioloskih
izdelkov. Pri tem pa je treba dodati $e opazko, da kakovosti u¢inkovin hitrej$a proizvodnja ne
sme poslabsati. Vsekakor pa lahko ovrzba prve hipoteze bralce navdaja z optimizmom, saj
lahko nadaljnji razvoj te tehnologije kmalu pripomore k visji produktivnosti farmacevtske

industrije, ki je v sodobnem svetu vsekakor eno izmed gonil svetovnega razvoja.

Pomembna je tudi potrditev druge hipoteze, ki se prav tako ukvarja z optimizacijo
proizvodnje in biotehnologom kljuéno pomaga do Zeljenih rezultatov v krajSem
produkcijskem ¢asu. Vsekakor pa naju je presenetila ovrzba tretje hipoteze, ker pred samo
poglobitvijo v prakti¢no-raziskovalni del nisva predvidevala ustavitve rasti koncentracije celic
po dolocenem obdobju oz. dosezenem maksimumu. Presenetilo naju je tudi dejstvo, kako
lahko isti celi¢ni kloni v dveh razli€nih procesih reagirajo razli¢no do te mere, da pri enem

procesu dobimo KZC = 100 mio ZC/mL, pri drugem pa le 34 mio ZC/mL.

Potrditvi Cetrte in pete hipoteze sta bili za najino raziskovalno nalogo izrazito pozitivni, saj
sva s tem dokazala, da lahko proizvodnjo bioloskih uc¢inkovin, ki je ze tako na visokem
nivoju, Se bistveno izboljSamo in optimiziramo ter s tem dosezemo popolno utilizacijo
proizvodne opreme, znizamo stroske proizvodnje in povecamo dostopnost zdravil na

svetovnem trgu.

Za to, da sva lahko priSla do teh odgovorov sva razvila matemati¢ni model, ki nama je
omogocal simulacijo razli¢nih pogojev v bioreaktorju, rasti razli¢nih celi¢nih kultur, razli¢nih

postrojenj proizvodnje in S¢ mnogo drugih parametrov. S pomocjo podatkov iz literature in
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glede na izkusnje iz proizvodnje sva simulirala najbolj realne pogoje in ugotovila, da se najin
model sklada z realnimi podatki, kar naju navdaja z upanjem, da bo lahko takSen simulacijski
model pomagal znanstvenikom in procesnim strokovnjakom pri izboljSavi ucinkovitosti

proizvodnje bioloskih uc¢inkovin.

S tem sva svojo raziskovalno nalogo zaokrozila in zakljucila (ve¢ o tem v poglavju 4.2),
vsekakor pa bi se dalo najino raziskavo Se izboljsati, ¢e bi povecala njeno obseznost, da bi
lahko problem proizvodnje $e bolj celovito predstavila ali pa bi se bolj podrobno osredotocila
predvsem na en del in se mu posvetila v globino. Res pa je, da je proizvodnja bioloSkih
ucinkovin zelo Sirok pojem in bi se lahko z njim ukvarjala v neskon¢nost. Prav zato je to

morda nekaj, k cemur se bova v prihodnosti Se vracala.

4.2 Zakljucek

Raziskovanje problematike optimizacije proizvodnje bioloskih ucinkovin nama je
predstavljalo uZitek, hkrati pa tudi izziv, ker sva se morala z dolo¢enimi podro¢ji kemije,
biologije, farmacije in biotehnologije spoznati povsem na novo. Pri raziskovanju sva zato
poglobila svoje znanje 0 pomembnosti tistih zdravil, ki niso vedno dostopna SirSemu krogu
ljudi, o njihovi uporabi, predvsem pa o njihovi proizvodnji, pri ¢emer sva se soocila s
problemom njene optimizacije. Naucila sva se tudi jasneje postaviti hipoteze ter kriticno
obdelovati, izbirati in analizirati razli¢na, tudi mednarodno priznana gradiva na izbranem

podrocju.

Z raziskovalnim delom sva poleg odkrivanja novih obzorij razvila tudi model, ki omogoca
optimizacijo proizvodnje (3.3). Prisla sva do konkretnih predlogov za izboljsavo proizvodnje
(3.1-3.3) in dokazala, da je optimizacija proizvodnje mozna brez vecjih sprememb v samem
procesu in je zato to primerna pot za nadaljnji razvoj proizvodnje bioloskih ucinkovin v tej
smeri. Hkrati pa raziskovalno delo reSuje tudi enega klju¢nih problemov omenjene
optimizacije, saj je v nacrtu, da se bo izdelan matemati¢ni/simulacijski model proizvodnje v
bodoce uporabljal pri planiranju proizvodnje novih produktov in tako bo tudi najina
raziskovalna naloga pripomogla k vsaj malenkost veéji uc¢inkovitosti proizvodnje bioloSkih

ucinkovin in k lazji ter hitrejsi dostopnosti produktov tega tipa.
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Ker pa je podro¢je Siroko, sta se nama ob razmisljanju o moznostih za nadaljnje raziskovanje
poleg Se poglobljene in Se bolj empiri¢no zacrtane raziskave z mocnejSim poudarkom na
globini problema, kar sva izpostavila ze v interpretaciji, porodili Se dve vprasanji, ki bi ju rada

izpostavila:

e Kako narediti bioloska zdravila dostopna
sirSemu krogu ljudi?

e Kako ljudi izobraziti o ucinkih in delovanju
bioloskih zdravil ter o0 podro¢ju njihove

uporabe?

Predvsem zanimivo tudi za javnomnenjsko raziskavo bi bilo drugo vprasanje, saj meniva, da
ljudje v splosnem ne poznajo bioloskih zdravil, njihovega delovanja in uporabe. Mogoce pa

bo prav to najina naslednja misija.

Kitajski pregovor pravi: »Povej mi in bom pozabil. Pokazi mi in si bom zapomnil. Vzbudi mi

zanimanje in bom razumel. «

Raziskovalno podro¢je je tudi nama vzbudilo zanimanje, kar naju je v procesu raziskave
pripeljalo do tocke, da ga lahko vsaj delno razumeva in ga pokazeva tudi drugim ljudem, da
ga bodo razumeli. Kaj pa prihodnost? Kje so stopnicke, ki jith mora farmacevtska industrija Se
prestopiti? Kaj se bo zgodilo, ko pridemo do te tocke? Kam nas vodi nadaljnji razvoj? To so
vprasanja, ki si jih lahko zastavi prav vsak izmed nas, nasi odgovori pa so lahko le plod

.....

stopnicke tega razvoja.
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