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Les Directives de la FDA

/ Systéme de qualité
pharmaceutique
ISO9001 & GMP : Good
Manufacturing Practice - 2008

Gestion des Risques liés a
la qualité - 2005

ICHQ11

Définition des concepts QbD
- Design Space & PAT - 2004

Guidance for Industry
PAT — A Framework for
Innovative Pharmaceutical

Development, Manufacturing,

K and Quality Assurance

Méthodes de tests et criteres \
d’acceptation pour les nveaux
produits pharmaceutiques - 2000

Développement et
fabrication des
substances actives
(API)- 2012

Bonnes pratiques de fabrication
(BPF eq. GMP) - 2000




PAT — Process Analytical Technology

procédeé de fabrication, elle doit y étre intégrée et étre concue en amont.

\
- Libérer les lots en temps réel

- Réduire les durées de production
- Maitriser la variabilité

- Faciliter I'amélioration continue

- Accroitre I'lautomatisation




pproches complémentaires pour la
demarche QbD & PAT

du procédé de production .. .
suivi en-ligne
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Les procedés de production virale




2S de production virale

*

Les procédés de production a base de culture cellulaire sont complexes ]

m Procédés bi-phasiques & Unité de production = Cellules

Croissance cellulaire Production virale
Infection
virale
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cellulaire ¥ virale
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Haute densité cellulaire
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8 e de production virale

[ Les procédés de production a base de culture cellulaire sont complexes ]

& Approche pluridisciplinaire

Au niveau de la cellule

Au niveau du procédé

Substrats
(Glucose, AA, Vitamines ...)
(ex. agitation, mode d’aération, L 0
modeéle de réacteur / volume - O Q 2
de culture)

@i co,

Aramétres phy : St 2 o Métabolisme Co-produits
(ex. température, pH, pO,) IQh%s {1 8 & Etat (factate, NH4..
L cellulaire

(Batch/Fed-batch /Perfusion) A
Haute densité cellulai / Mort
Etat cellulaire ++ iférai . cellulaire

(avec ou sans sérum de veau

feetal)
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8 W > de production virale

[ Les procédés de production a base de culture cellulaire sont complexes

Q‘ Approche pluridisciplinaire

Au niveau de la cellule

Au niveau du procédé

(ex. agitation, mode d’aération,
modele de réacteur / volume
de culture)

&

Métabolisme &

Etat cellulaire Production

virale

(ex. température, pH, p0O,)

(Batch/Fed-batch /Perfusion)

Haute densité cellular y
Etat cellulaire ++
Production virale +++

(avec ou sans sérum de veau

feetal)

Phénomeénes dynamiques
et en compétition




Quelgues définitions

Titrage infectieux

IN-PROCESS = Techniques
analytiques qui permettent un rétro
contréle direct ou via I'opérateur
sur le procédés

Off-line

Results > 2H

At-line

Results : 30 mins — 2H

Compteur de cellules

s On-line h

Results : 5-10 mins Analyseur de Gaz

Sonde Oxygene

Chambre de mesure

ZONE DE PRODUCTION




S variables sont critigues pour
ce type de procedes?

Quantité cellules viables = productrices
Viabilité = % cellules viables

« Etat » cellulaire Métabolisme )
Transcriptome / Protéome

Quantité de particules virales i.e. d’antigéne produit

Qualité des particules virales :
- infectieuse / non-infectieuse
- morphologie

Qualité des antigénes




Un outil de suivi en-ligne des cellules productrices




gne des cellules productrices

Sonde de capacitance ]

positive \ alternating voltage G negative
electrode ' - electrode
N direction of the field /]
plasma membrane ions cell |
> L f
q"‘ + > _:'
+ e, -
/\'
W/

2

/

solid particle,
permeable to ions

solid partlcle.
impermeable to ions

N

cell with ruptured
plasma membrane

Polarisation des structures
spériques par un champs
électrique

\

Mesure de la décharge électrique
- Permittivité, Ae
- Fréquence caractéristique, fc




Igne des cellules productrices

Les parametres de la décharge des cellules sont liés a leurs caractéristiques
morphologiques & physiologiques

permittivité, As |Ag = f(d.Cm.BV)| Fréquence caractéristique (fc) |f. = f(Cm-d-oi)

/ Conductivité intracellulaire o \
Capacité du cytoplasme a conduire un courant
électrique = composition / conc. lonique

o p
= <~ Taille cellulaire, d

High C,,

Capacitance membranaire, C,,
épaisseur & replis de la membrane




des cellules productrices

La réplication de virus dans une cellule comprend différente phases qui ont
un impact direct sur la morphologie et I'état cellulaire

permittivité, As |Ag = f(d.Cm.BV)| Fréquence caractéristique (fc) |f. = f(Cm-d-oi)

/ Conductivité intracellulaire o; \

_~ Capacité du cytoplasme a conduire un courant
du "'"‘ISI °:a“5 les / électrique = composition / conc. lonique
celiules

= accumulation de \ ASSEMBLAGE ET
protéines virales

LIBERATION des nvx
Low C, 7 k&
ENTREE du virus dans Y, X YT

virus
High C..,
les cellules -

= perturbation,
voire désintegration
= perturbation de \
la membrane

de la membrane
cellulaire
: \ Capacitance membranaire, C
cellulaire S ) el
épaisseur & replis de la membrane

MULTIPLICATION

r




gne et signature de la

production virale

Suivi de la production de virus de la grippe

Biovolum \Y,
ovolume, b % cellules
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Petiot et al. Real-time monitoring of influenza virusproduction kinetics in HEK293 cell cultures. 2012. Biotechnol. Prog



Jne et signature de la
production virale

Suivi de la production de virus de la grippe

Biovolume, bv
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Petiot et al. Real-time monitoring of influenza virusproduction kinetics in HEK293 cell cultures. 2012. Biotechnol. Prog



Jne et signature de la
production virale

Suivi de la production de virus de la grippe

Biovolume, bv
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Petiot et al. Real-time monitoring of influenza virusproduction kinetics in HEK293 cell cultures. 2012. Biotechnol. Prog



Jne et signature de la
production virale

Suivi de la production de virus de la grippe

Sortie du
Biovolum \Y;
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Petiot et al. Real-time monitoring of influenza virusproduction kinetics in HEK293 cell cultures. 2012. Biotechnol. Prog



2 et sighature de la
production virale

Suivi de la production de virus de la grippe
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e et signature de la
production virale

Biovolume, bv
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\ Récolte - Interruption
Validation de la mise en Phase de production de la production
route de la production a controler




Pour aller plus loin

- 5 procédés de production de virus )

: , : , Identification des phases de
- 2 virus non-enveloppés / 3 virus enveloppés .

_ . production pour toutes les
- 2 lignées cellulaires
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Pour aller plus loin
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Conductivité intracellulaire o;

High C,,

Capacitance membranaire, C,,
épaisseur & replis de la membrane
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2n-ligne et signature des
des de production virale

développement d’outils de
suivi en-ligne

opérationnels

Accessibilités aux procédés de
productions réels - au plus prés des
procédés industriels

Outils analytiques développés pour ce
type de bioprocédés ou issus d’autres
types de procédés (bactério / chimie)

\

quantification compréhension des

Méthodes analytiques de référence pour = mécanismes biologiques
la mise en place d’un suivi en ligne

Connaissance fondamentales
Réplication virale / Biologie cellulaire

Expertise en bioprocédés

Connaissance des procédés USP / DSP
Parameétres critiques (CQA /CPP)
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