Caso practico de Agilent

Entrevista: Evaluacion de

una innovadora estrategia
de pruebas de identificacion
analitica de oligonucleotidos

Facilitenos informacién sobre su empresa.

Vetter es una organizacion familiar de desarrollo y fabricacion por contrato
(CDMO, por sus siglas en inglés) cuya sede se encuentra en Ravensburg
(Alemania) y que cuenta con plantas de produccion en Alemania, Austria

y Estados Unidos. Actualmente tiene mas de 5.700 trabajadores en todo el
mundo y la empresa esta especializada en productos estériles inyectables
que vienen en un amplio abanico de formatos (jeringas, cartuchos, viales

y sistemas de doble cdmara). Entre sus servicios esenciales figuran la
fabricacién clinica y comercial, el empaquetamiento secundario y el montaje
de dispositivos de medicacion por via parenteral.

Vetter cuenta con amplia experiencia en el apoyo a los procesos de
produccion de sus clientes del sector farmacéutico y de la biotecnologia a
través de servicios analiticos como las pruebas de control de calidad (CC) de
los materiales suministrados, los productos farmacéuticos en desarrollo y los
farmacos rellenables, los estudios de estabilidad y los analisis de desarrollo.

Puede obtener mas informacion acerca de Vetter en vetter-pharma.com.

¢Qué tipo de trabajo desarrolla su laboratorio?

El Laboratorio de Ciencias Analiticas (ASL, por sus siglas en inglés) del Servicio
de Desarrollo de Vetter (VDS, por sus siglas en inglés) estd especializado

en el andlisis con fines de desarrollo y de caracterizacion de procesos de
conformidad con los requisitos cGMP. VDS apoya el desarrollo de los productos

de sus clientes, especialmente los procesos de produccion y empaguetamiento.

El ASL ofrece apoyo analitico para el desarrollo y la implantacion de
procesos de produccion y llenado, por ejemplo, mediante la medicion de la
humedad residual en los estudios de liofilizacion en desarrollo, a través de
la determinacion de la concentracion de proteinas y su estabilidad en los
estudios de desarrollo de mezclas o de bombeo o mediante el apoyo a los
procesos de desarrollo de la higienizacion de salas blancas con nuestro
“Centro de excelencia en la determinacion de H,0," de ASL.
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Vetter es uno de los especialistas lideres en el ambito del llenado de farmacos
parenterales, como los productos oftalmoldgicos; por tanto, una parte importante
de las competencias de nuestro laboratorio pasan por el andlisis de particulas
subvisibles en nuestro “Centro de excelencia en la materia particulada” de ASL.

Ademas, promovemos la transferencia de los métodos analiticos de nuestros
clientes tanto a Vetter como dentro de la empresa a través de estudios de
viabilidad y de cualificacion de laboratorio o de validacion de procedimientos.

Por dltimo, respaldamos la implantacion en la totalidad de la empresa
de procedimientos nuevos de analisis y tecnologias a fin de modernizar
y actualizar de forma constante nuestros sistemas de analisis y ofrecer
tecnologias de ultima generacion para los nuevos productos.

Describa algunos de los problemas a los que se ha tenido
que enfrentar.

Los oligonucledtidos son un tipo incipiente de productos biofarmacéuticos que no
cuentan con una estrategia de tramitacion de Ultima generacion para conseguir
la aprobacién del producto en cuanto a las técnicas analiticas. Al ser una CDMO,
Vetter necesita soluciones analiticas inteligentes para satisfacer las necesidades
de muchos clientes con una gran variedad de productos diferentes. Tenemos que
anticiparnos a los procedimientos o a los sistemas que con mayor probabilidad
se convertirdn en candidatos para satisfacer las necesidades de nuestros clientes
en el futuro en cuanto al desarrollo y la produccién comercial, de forma que
podamos facilitar los datos analiticos esenciales para garantizar la seguridad del
paciente y para cumplir con los requisitos reglamentarios dentro de unos plazos
y una carga de trabajo razonables.

Otro de los problemas es que, en los entornos cGMP, el sistema analitico,

la innovacion en los procedimientos o las actualizaciones de los sistemas

son muy exigentes en cuanto a las normativas y a menudo muy complejos
técnicamente. Es necesario un enfoque integral que contenga especialistas

en tecnologia analitica, expertos en garantia de calidad y profesionales de IT.
Puede ser muy complejo encontrar una solucion que cumpla con los requisitos
de integridad de datos y que ofrezca, al mismo tiempo, un uso préactico del
sistema analitico sin que se pierdan las funciones necesarias. Nos esforzamos
por anticiparnos a las necesidades que nuestros clientes puedan tener en el
futuro, asi como a las que pueda tener la propia Vetter, especialmente en el
ambito de la conformidad en entorno regulado, en el menor tiempo posible.

¢Como les ha ayudado el espectrofotémetro UV-vis Cary 3500
de Agilent a solucionar estos problemas?

Uno de nuestros proyectos actuales busca optimizar los analisis de productos
farmacéuticos con oligonucledtidos. Por ejemplo, las pruebas estandar de
confirmacion de la identidad (ID), como los procedimientos basados en HPLC
o en UPLC no suelen confirmar correctamente la identidad de estos productos.

Existe una tendencia a utilizar la temperatura de fusién (Tm) en combinacion con
una determinacion de la masa intacta, de forma que se combinen la secuencia

y la masa para lograr una identificacion inequivoca. Si bien se han revisado en
profundidad diferentes técnicas analiticas, esta estrategia basada en la Tm se ha
debatido en conferencias de especialistas y muchas empresas de desarrollo de
oligonucledtidos y de produccion de productos farmacéuticos la respaldan.

Para este tipo de enfoque, el sistema UV-vis
Cary 3500 de Agilent ofrece una tecnologia de
ultima generacion. La temperatura se puede
establecer de forma precisa con el elemento
Peltier integrado y se controla con las sondas
que se encuentran en el interior de la cubeta.
El disefio del instrumento con varias zonas 'y
cuatro pares de cubetas permite la medicion
de las muestras y de las referencias en
paralelo, con un maximo de cuatro valores
de temperatura distintos.

¢Por qué utilizan el sistema UV-vis
como prueba de identificacion de
oligonucleétidos?

El objetivo principal de cualquier proceso

de fabricacion en el ambito farmacéutico

es garantizar que cada unidad del producto
farmacoldgico contiene la cantidad correcta
y la calidad del producto farmacolégico
correspondiente. Todo ello se logra mediante
procesos de fabricacién de gran calidad y con
pruebas de control de calidad (CC).

Entre otras practicas actuales de CC en las
pruebas de identificacion figuran algunas
tecnologias con gran nivel de sofisticacion,
como la confirmacion de la secuencia de

novo mediante la secuenciacion MS/MS o el
andlisis de la secuencia de fallo. En concreto,
con los oligonucledtidos monocatenarios, la
determinacion de la masa intacta se puede
combinar con una segunda técnica sensible a la
secuencia, como el perfil de fragmentacion con
MS, la Tm o el analisis de resonancia magnética
nuclear y compararlo con un estandar de
referencia completamente caracterizado. En el
caso de los oligonucledtidos bicatenarios, las
pruebas de identificacion se pueden incluso
reducir a una determinacion de la masa intacta
junto con la confirmacion de la cadena doble
que se forma silas masas intactas de las
cadenas simples se miden también antes del
alineamiento.”

Aunque existen otras posibilidades, estamos
convencidos de que la combinacion de la
medicién de la Tmy la masa se convertira

en la estrategia analitica estandar para las
pruebas de control de calidad de identificacion
en el futuro.



Todo ello resulta muy sélido tanto desde el punto de vista cientifico como desde
la perspectiva normativa y de negocio; la implantacion de sistemas de Tm
basados en UV y de procedimientos en los laboratorios de control de calidad

es relativamente sencilla y tiene un reducido coste de propiedad. Los métodos
son menos complejos que otros enfoques, como la secuenciacion MS/MS o

la resonancia magnética nuclear, y siempre suele haber personal cualificado
disponible al que se puede formar con rapidez para que puedan utilizar los
nuevos instrumentos y procedimientos, en lugar de tener que contratar
especialistas con un elevado grado de formacion.

En estos instrumentos también se pueden llevar a cabo los métodos estandar
UV-vis, por lo que se pueden integrar en el grupo instrumental que ya tenemos
y ofreceran un elevado nivel de capacidad de uso desde el principio. En Vetter,

lo hemos implantado con éxito en ASL y en el laboratorio de control de calidad.

¢Como se utilizé la tecnologia UV-vis mediante Cary 3500
en una prueba de identificacion de oligonucleétidos?

Llevamos a cabo varios estudios para adquirir conocimientos en mayor
profundidad sobre el instrumento y la aplicacién en Tm. La investigacion del
rendimiento del instrumento con diferentes ajustes de pardmetros dio lugar a un
rendimiento muy sdlido. La labor se debatié con publico experto en la materia y
se detalla en un documento técnico informativo publicado recientemente.?

En otro estudio, que buscaba determinar la sensibilidad de las mediciones
de Tm para las pruebas de identificacion, investigamos la especificidad del
procedimiento con varias secuencias de oligonucledtidos. Las secuencias
modelo de oligonucledtidos y las variantes se designaron, se sintetizaron
y se analizaron; descubrimos que incluso un intercambio de una sola base
o las deleciones o las inserciones de un solo nucleétido daban lugar a
cambios significativos en la Tm medida de los duplex de oligonucledtidos.
La elevada especificidad general del método a los cambios sutiles en las
secuencias de oligonucledtidos confirmo su idoneidad para las pruebas de
identificacion de oligonucledtidos en los entornos de control de calidad de
productos farmacéuticos. El procedimiento es lo suficientemente solido

y sensible para cumplir con los requisitos internos, asi como con aquellos
que exigen los clientes de Vetter y las autoridades reguladoras.®

Estos estudios y otros que todavia estan en curso han aumentado la experiencia
de Vetter en el campo de los oligonucledtidos y de los andlisis especiales.

¢Cuanto tiempo se tarda en hacer una mediciéon? ;Es complicado?

Un andlisis de una muestra en un entorno GMP tarda menos de una hora,
en funcion de los parametros que se elijan. La velocidad de rampa de
temperatura es crucial en el tiempo necesario. Entre nuestras opciones
preferidas figura una velocidad de rampa de temperatura de 10 °C/min,
que da como resultado una medicién de 10 minutos.

El sistema UV-vis Cary 3500 de Agilent es muy facil de utilizar. Cualquier
técnico de laboratorio o investigador cualificado puede utilizar tanto el
sistema como el procedimiento tres una breve formacion.

Describa su experiencia de trabajo
con Agilent.

A la hora de elegir un instrumento para el
analisis de la Tm en ASL y en el control de
calidad, nos decantamos por Agilent y fuimos
de los primeros usuarios del sistema UV-vis
Cary 3500. Ademas, por lo que sabemos,
fuimos los usuarios pioneros en el uso del
software para entornos regulados que cumple
con las pautas de conformidad de la FDA 21
CFR Parte 11.

Hemos tenido una experiencia muy positiva
trabajando con Agilent a largo plazo.
Utilizamos varios instrumentos Agilent en

el control de calidad, como los sistemas
HPLC de Agilent, asi como en ASL, que utiliza
habitualmente el sistema ICP-MS serie 7800
de Agilent. Agilent ha sido un socio fiable

y profesional en cuanto al mantenimiento

y a las dudas; incluso con los problemas
complicados, los técnicos de Agilent estaban
disponibles con gran brevedad y nos
facilitaron una asistencia integral.

¢Coémo cree que va a ser el futuro
de esta tecnologia?

Seguiremos estudiando el rendimiento

de estas pruebas de identificacion, a
medida que surjan nuevas oportunidades.
Queremos establecer un procedimiento de
plataforma analitica y validarlo en funcion
del conocimiento actual, que podria permitir
una rapida implantacion de una medicion
de identificacion, concretamente para los
nuevos productos o los nuevos clientes que
no cuenten con un procedimiento analitico
adecuado para la transferencia de métodos.

Este objetivo también engloba una
actualizacion de sistema de nuestros
instrumentos, que podria mejorar aun mas la
precision del analisis de datos. Implantamos
el sistema y lo cualificamos justo después
de su introduccion en el mercado a finales
de 2019 y seguimos trabajando con la
primera version del software, que cuenta con
ciertas funciones necesarias en los entornos
regulados segun 21 CFR Parte 11.



Ahora, el software actualizado ofrece nuevos calculos
incorporados para el andlisis de datos, como la funcion

de suavizado y mejoras en la funcion de derivada. Todas

ellas se pueden guardar en un método y aplicarse de forma
automatica al final de la recogida de datos. Actualmente,
estamos trabajando con Agilent para evaluar como se pueden
cualificar estas funciones a nivel de sistema en lugar de en las
validaciones de procedimiento especificas de los productos.

Informacion sobre los autores

La Dra. Alexandra Heussner es una consumada cientifica
interdisciplinar y directora de laboratorio en el Servicio de
desarrollo de Vetter en Ravensburg (Alemania). La doctora
Heussner ha contribuido a nuestro conocimiento de la
toxicologia de las toxinas naturales y los farmacos y ha
respaldado el desarrollo de método y la implantacion mediante
la integracion de las ciencias bioldgicas, la tecnologia de la
informacion y la estadistica. Recibio su doctorado en Ciencias
Aplicadas en la Universidad de Sunderland (Reino Unido) vy,
tras afos en la investigacién académica, comenzo a trabajar
en Vetter en 2016. Actualmente participa en la implantacion,
el desarrollo y la validacion de procedimientos analiticos

con su equipo en el Laboratorio de Ciencias Analiticas (ASL).
Es miembro de la Asociacion de Farmacos Parenterales
(PDA, por sus siglas en inglés).

La Dra. Melanie Zerulla-Wernitz es la directora del Laboratorio
de Ciencias Analiticas (ASL) donde lidera un equipo diverso
de cientificos en el que se combinan las ciencias naturales y
las aplicadas. Tiene un doctorado en Ciencias Naturales de la
Universidad de Konstanz (Alemania). Tras muchos afios en

el desarrollo preclinico, la doctora Zerulla-Wernitz empezo a
trabajar en Vetter en 2004. Su carrera profesional comenzé
en el Departamento de Control de Calidad, donde progreso
hasta el Servicio de Desarrollo. Con una estancia de un afio en
el Servicio de Desarrollo de Vetter en Chicago, sigue liderando
el Laboratorio de Ciencias Analiticas y trabaja ampliando sus
servicios y la gama de productos analiticos.
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