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Monoklonaaliset vasta-aineet ovat kysytyimpien biolddkkeiden joukossa. Niiden kallis tuottaminen
pakottaa yritykset etsiméén tehokkaampia tuottomenetelmis, mihin jatkuva tuotanto antaa hyvén
vaihtoehdon. Tutkielman tavoite on kertoa, miten jatkuvia tuotantotekniikoita voidaan kéyttda talla
hetkell4 ja tulevaisuudessa monoklonaalisten vasta-aineiden tuottamisessa, seké johdattaa lukija
jatkuvan tuotannon hy6tyihin vasta-aineiden ja biomolekyylien tuottamisessa. Jatkuva tuotanto
perustuu vélituotteiden jatkuvaan virtaamiseen koko prosessin ldpi mahdollisimman pienilld
valipysahdyksilla. Siind kdytetddn automatisointia ja osaprosesseja jotka on suunniteltu takaamaan
jatkuva lapivirta. Ylavirran jatkuvia tekniikoita on jo integroitu osaksi biomolekyylien tuottoa ja
etenkin perfuusion hyodyt ymmarretddn hyvin. Perfuusion suosituimpia solunpidatystekniikoita
tangentiaalista suodatusvirtausta sekd uudempaa vaihtuvaa tangentiaalista suodatusvirtausta
hyddynnetiin, ja uusia retentiolaitteita, kuten ultradénid hyddyntivid solunpidityslaitteita, kehitelldan
jatkuvasti. Alavirran jatkuvat prosessit vasta-aineiden tuotossa eivit ole yhté kehittyneitd kuin
ylavirralla, mutta niitédkin on otettu kéyttoon tuotantoprosesseissa. Monipylviaskromatografian eri
versiot ja muut jatkuvat Proteiini A -kromatografiat tehostavat vasta-aineiden puhdistamista
epdpuhtauksista verrattuna erdprosesseihin. Alavirran puhdistuksen yhdistdminen suoraan ylavirtaan
jatkuvaksi prosessiksi on suuri kehityskohta, joka voi parantaa vasta-aineiden tuottotehokkuutta.
Prosessianalyyttiset teknologiat ovat ensiarvoisen tirkedssa osassa jatkuvien osaprosessien
yhdistdmisessé yhteindiseksi kokonaisuudeksi. Tarvitaankin tarkempia sekd suoraviivaisempia
sensoreita ja mittauslaitteita, jotta jatkuvan tuotannon hyddyt voidaan realisoida. Jatkuvaa ja
erdtuotantoa on vertailtu kokeellisesti ja jatkuvalla tekniikalla voidaan tuottaa vertailukelpoista vasta-
ainetta 4,6-kertaa tehokkaammin verrattuna erdtuottoon. Jatkuvan tuotannon on havaittu
tuotantotehokkuuden lisddmisen ohella pienentdvan pddst6ja ja tuotantokuluja. Monet yritykset
ovatkin ottaneet jatkuvan tuotannon tekniikoita kdyttoon viime vuosina ja sen arvioidaan olevan

nouseva trendi.
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1 Johdanto

Monoklonaaliset vasta-aineet ovat bioteknisesti valmistettuja immunoglobuliiniproteiineja, jotka
tunnistavat tietyn antigeenin tietyn epitoopin johon ne sitoutuvat spesifisti. Vasta-aineita kéytetdan
immunoterapiassa lukuisiin eri tarkoituksiin, muun muassa hoitamaan syopié, autoimmuunisairauksia
ja virusinfektioita. (Alejandra ja muut 2023) Vasta-aineet ovat kidytetyimpia terapeuttisia proteiineja ja
viidestd suosituimmasta nelja on vasta-aineita. Niiden avulla on kehitetty lukuisia hoitomuotoja, mika
on mahdollistanut vasta-aine-teollisuuden nopean kasvun. Vuosittain hyvéksytddn noin neljd uutta

vasta-ainetta ja vuodesta 2017 niitd on hyvaksytty kliiniseen kéyttoon 78. (Yang ja muut 2019)

Monoklonaalisia vasta-aineita tuotetaan nisékissoluissa. 60 prosenttia vasta-aineista tuotetaan
kiinank&épiohamsterin munasarjasoluissa ja 40 prosenttia myeloomasoluissa. (Maruthamuthu ja muut
2020) Vasta-aine on proteiini, joka syntyy solun kasvun tuotteena ja eritetdéin solunulkoisesti
soluliuokseen. (Alejandra ja muut 2023) Tillaiset solukasvatusprosessit perustuvat tuottosolujen
kasvatukseen tuotantoreaktorissa ja niiden erittimien proteiinien kerdédmiseen. Kerétty proteiinit
sisédltdva liuos puhdistetaan niin,, ettd saadaan vain haluttu tuote. Tallaiset tuottoprosessit ovat laajalti
erdprosesseja, joissa jokainen proteiinintuotannon osa solujen kasvatuksesta proteiinituotteen

lopulliseen puhdistamiseen suoritetaan yksi kerrallaan ja erillddan. (Matanguihan ja Wu 2022)

Biologisten lddkkeiden tuottaminen on kallista ja aiheuttaa korkeita kustannuksia niitd tuottaville
yrityksille. Korkeat tuottokustannukset johtavat biolddkkeiden korkeisiin hintoihin kuluttajien
nikokulmasta. Biologisten ladkkeiden, etenkin vasta-aineiden, korkeaan kysyntéédn pyritédédn
vastaamaan tuotantoprosessien tehostamisella. Erdprosessit eivét endéd pysty vastaamaan tarpeeseen
tuottaa yha suurempia mairia bioladkkeitd ja uusia entistd tehokkaampia, muokattavampia ja
automatisoidumpia tekniikoita etsitdédn kaiken aikaa. Jatkuva tuotanto ja sen mahdollistavat
menetelmit nousevat kaiken aikaa suositummaksi biolddketeollisuudessa. Jatkuvan tuotannon
implemantaatio tuotantoprosesseihin voi tehdé biolddkkeiden tuottamisesta kestavampéad,
tehokkaampaa, edullisempaa ja tarjota my0s ekologisemman vaihtoehdon perinteiselle erdtuotannolle.
Sddntelyviranomaiset ovat kehottaneet jatkuvan tuotannon kayttoon bioldéketeollisuudessa. Néisté
syisté johtuen monet yritykset ovatkin ottaneet jatkuvia tuotantomenetelmié kéyttdonsé, ja jo vuonna
2015 yhdekséantoista biologisen tuotteen valmistuksessa oli hyddynnetty jatkuvia tekniikoita. (Khanal
ja Lenhoff 2021) Téssd opinndytetydssa kisitelldén erilaisia jatkuvia tuotantotekniikoita, seké jatkuvan
tuotannon trendejé ja hyotyjd monoklonaalisten vasta-aineiden tuottamisessa ja samalla muiden

biolaidkkeiden tuottamisessa.



2 Jatkuvat tuotantotekniikat biomolekyylien tuotannossa

Biomolekyylien tuotantoprosessi on aina monivaiheinen prosessi. Erdprosesseissa lahtdaineet kayvét
yhden tuottoprosessin vaiheen lépi kerrallaan, ja kerddntyvat sdilidihin odottamaan kunnes yksittdinen
prosessi on tdysin valmis. Yhden erdprosessin jilkeen reaktiotuotteet ja saadut materiaalit ajetaan
seuraavan prosessin ldpi. Jatkuva tuotanto pyrkii minimoimaan materiaalin odottamisen tankeissa ja
aloittamaan seuraavan tuottoprosessin heti kun materiaali on kdynyt lépi edellisen prosessin.
Jatkuvassa tuotannossa tarkoituksena on saada eri prosessit toimimaan rinnakkain ja jatkuvasti saaden

aikaan tuotteen tasaisen virtaamisen osaprosessista toiseen. (Kavara ja muut 2020)
2.1 Perfuusiotekniikat

Perfuusio on ylavirran prosessi, joka perustuu tuottosolujen aineenvaihdunnan reaktiotuotteiden
kerddmiseen kasvatusmediumiin ja kdytetyn mediumin vaihtamiseen uuteen mediumiin, joka ei sisalld
aineenvaihdunnan proteiinituotteita. Perfuusiossa hyodynnetdédn bioreaktoria, joka on suunniteltu
pitiméén solujen pitoisuus korkealla ja palauttamaan solut kdytetystd mediumista reaktoriin, samalla
kun kasvatusmediumi vaihtuu proteiinikylldisestd puhtaaseen. Soluja piditetddn reaktorissa ja
kaytettyd mediumia kerétdan jatkuvalla syklilld. Kéytetty mediumi ja sen sisdltimat tuotteet jatkavat

seuraavaan prosessiin. (Matanguihan ja Wu 2022)

Perfuusioprosesseissa kéytetddn solun pidéattdmiseen retentiolaitteita, joiden toiminta perustuu eroihin
solujen ja mediumin sisdltdmien aineiden pitoisuuksissa, koossa tai aggregoitumisessa. Sentrifugointi
hyodyntié pitoisuuseroja solujen pidattdmisessd, mikrosuodatustekniikat kokoeroja ja ultradénia
tuottava akustinen aaltovilittdja solujen aggregoitumista. Mikrosuodatukseen pohjautuvia tekniikoita
ovat tangentaalinen suodatusvirtaus (engl. tangential filtration flow, TFF), sekd vaihtuva
tangentiaalinen virtaus (engl. alternating tangential flow. ATF). TFF ja ATF perustuvat
kalvosuodatukseen, jossa soluliuosta pumpataan membraanille jonka huokosten koko méérdd minka
kokoinen tuote voi siirtyd membraanin toiselle puolelle. TFF:ssa pumppu liikuttaa mediumia ja luo
suodatuskalvon puolille paine-erot. Molekyylit jotka mahtuvat kalvon huokosten ldpi, siirtyvét
pienempéén osapaineeseen. Tdma suoritetaan monta kertaa sykleilld, joissa osa mediumista pumpataan
takaisin sdilioon ja osa uudelleen kiertoon membraanille. (Agrawal ja muut 2023)

ATF on myos kalvon eri puolien paine-eroon pohjautuva tekniikka, jossa solususpensio poistetaan ja
viedéddn takaisin bioreaktoriin yhden portin kautta ohuen kalvon l4pi. Solut kulkevat sykleissa
membraanin eri puolille virtauksen suuntaa vaihtamalla ja membraanin huokoset erottelevat koon

perusteella kalvon 1dpi mahtuvat aineet mediumista. (Rathore ja muut 2022)



Akustinen aaltovilittdjd koostuu pietsosdhkoisestd muuntajasta ja akustisesta heijastimesta, joiden
vilistd solumediumi virtaa. Muunnin 14hettd3 ultradénid liuoksen toiselle puolelle ja aallot heijastuvat
takaisin muuntajaan. Muuntajan ja heijastimen vilille syntyy kolmiulotteinen seisova aalto, jonka
solmukohdissa on paine-eroja verrattuna ympardivéén nesteeseen. Paine-erot saavat nestettd
tiheimmait partikkelit eli solut muodostamaan aggregaatteja solmukohdissa. Kuvassa 1 solmukohdat
nikyvit keltaisten pallojen eli solujen muodostamien aggregaattien kohdissa. Soluaggregaattien massa
kasvaa verrattuna virtaavaan suspensioon ja painovoima vetaa ne pois nesteesti, kun taas kevyemmaét
vasta-aineet virtaavat pois reaktorista mediumin mukana. Akustisen aaltovélittdjan hyodylllisyys
perustuu siihen, etté tekniikka ei hyddynni suodatuskalvoja. Retentiolaitteissa, jotka kéyttévit TFF:ta
tai ATF:ta, tuotteen siirtyminen suodatuskalvon puolelta toiselle voi heikentyd ajan kanssa ja tuotetta

voi jadda jumiin bioreaktoriin, mikd vdhentdd tehokkuutta. (Kavara ja muut 2020)
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Kuva 1. Akustinen aaltovilittdjda. Kuvassa vasemmalla on heijastin ja oikealla muuntaja. Ndiden
keskelld ndkyvdt solujen muodostamat aggregaatit keltaisina palloina. aggregaattien lipi virtaavat
aallot kuvaavat ultraddnid. Mediumi virtaa kuvassa ylospdin ja solujen tuottamia aineita, kuten vasta-

aineita, ei ole merkitty kuvaan. (muokattu kuvasta Kavara ja muut 2020)

Maria tyéryhmineen (2023) kuvaa perfuusiota kaksivaiheiseksi prosessiksi. Ensimmaéisessé vaiheessa
solut jakaantuvat eksponentiaalisesti alkutiheydestd haluttuun kasvatuksessa vaadittuun tiheyteen.
Halutussa solutiheydessa pyritddn saavuttamaan vakaa tila, jossa solujen pitoisuus ei muutu
huomattavasti huolimatta solujen jatkuvasta jakaantumisesta. Vakaa tila pyritddn saavuttamaan
hallitulla solujen poistamisella, jolloin solut voivat jatkuvasti kasvaa eksponentiaalisesti ja saadaan
suurin maard tuotetta. Hallitulla poistamisella padstdin eroon kuolleista soluista ja pidetddn
perfuusioreaktorin kasvatusolot vakaina. Kuvassa 2 on esitetty perfuusiobioreaktorin rakenne ja nakyy

muun muassa tarvittavat sdiliot. Poistosdilio on suoraan reaktorista poistettuja aineita varten, kun taas



tuoteliuos/kéytetty mediumi pumpataan retentiolaitteen, kuten ATF:n l4pi seuraavaan prosessiin tai

tasaussailioon.
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Kuva 2. Perfuusiobioreaktorin toimintaperiaate. Kuvassa kasvatusmediumi pumpataan reaktoriin,
jossa solut kasvavat. Samaan aikaan kdytettyd mediumia, johon proteiinit ovat kertyneet, pumpataan
retentiolaitteen ldpi. Retentiolaite pitdd solut reaktorissa ja pumppaa vasta-aine-mediumin sdiliéon.
Poistotankkiin pumpataan kuolleita soluja ja kuona-aineita. Oikealla nékyy reaktorin solupitoisuuden

tasoittuminen kun solujen hallittu poistaminen alkaa. (muokattu kuvasta Maria ja muut 2023)

2.2 Prosessianalyyttinen teknologia

Prosessianalyyttinen teknologia (engl. process analytical technology, PAT) tarkoittaa erindistd joukkoa
automatisoituja tekniikoita, joilla voidaan seurata ja ohjailla tuotantoprosesseja reaaliajassa.
Prosessianalyyttinen teknologia vasta-aineiden tuotannossa pohjautuu sensoreihin
tuotantolaitteistossa, jotka mittaavat jatkuvasti prosessille tirkeitd parametrejé, kuten pH:ta ja hapen
liukoisuutta. Riippuen PAT-laitteistosta, kerdttyd dataa analysoidaan ja prosessin kulkuun voidaan
vaikuttaa ohjelmistojen ja laitteistoiden avulla. PAT pitdi sisélldén laitteistoja, jotka kerdévit tietoa
jatkuvasti ja pyrkivét parantamaan tuotantoprosessia. (Maruthamuthu ja muut 2020) PATia voidaan
kayttdd monipuolisesti yldvirran tuotossa ja alavirran prosesseissa kuten puhdistuksessa. PAT
siséltadkin monipuolisia mittaus- ja analysointivaihtoehtoja. Analyysit voidaan suorittaa linjalla niin,
ettd mitattava néyte erotetaan prosessista ja mitataan prosessin laheisyydessé (at-line-analyysi), ndyte
voidaan ohjata ulos virrasta, mitata prosessin yhteydessé ja palauttaa mittauksen jélkeen takaisin
prosessiin (on-line-analyysi), tai mittaus voidaan suorittaa prosessinsisdisesti putkistossa sijaitsevalla

anturilla (in-line-analyysi). (Matte 2022)



3 Jatkuvat osaprosessit vasta-ainetuotannossa

3.1 Ylavirta

Monokonaalisten vasta-aineiden tuotto alkaa esikasvatuksesta, jossa kasvatussolujen pitoisuutta
lisétéén erilaisilla kasvatusmetodeilla, kunnes pééstidén haluttuun solutiheyteen liuoksessa. Esikasvatus
toteutetaan sarjalla tekniikoita joilla siirretdén soluviljelmé kasvatuvilineesta toiseen. Yleensi
kasvatussarja skaalautuu jarjestyksessa testiputkista, T-pulloista ja ravistelupulloista bioreaktoriin,
jossa soluja kasvatetaan tarpeeksi suureen pitoisuuteen, jotta ne voidaan siirtdd suurempaan
bioreaktoriin vasta-ainetuottoa varten. Tutkimusten mukaan solutiheys esikasvatuksessa vaihtelee
vililla 0.2-3-10° solua/ml. (Yang ja muut 2019) Rathore ja muut (2022) kuvailee kuinka solujen
kasvatusta voidaan tehostaa kayttdmalla perfuusioreaktoria jo esikasvatuksessa ennen varsinaista
tuotteen kerdéimisté, jolloin solujen haluttu pitoisuus saavutetaan jo aikaisemmin kuin perinteisessi
bioreaktorissa. Tdmai tekee perfuusiosta hyodyllisen paitsi varsinaisessa tuottobioreaktorissa, myos

solujen kasvatusvaiheessa vasta-aineiden tuottamiseen tarvittavaa pitoisuutta varten.

Kun esikasvatuksessa on saavutettu haluttu solupitoisuus, solut siirretdén tuottobioreaktoriin, joka voi
jatkuvassa tuotannossa kayttda esimerkiksi perfuusiota. Perfuusiobioreaktori kasvattaa soluja
jatkuvassa kasvuvaiheessa, jolloin solut erittdvit vasta-ainetta mediumiin. (Matanguihan ja Wu 2022)
Solujen pidatyslaitteina voidaan kayttda perfuusioreaktoreissa yleisesti kdytettyja mekanismeja, kuten
suosituksi noussutta ATF:ta. (Khanal ja Lenhoff 2021) Soluja kasvatetaan viikkoja samassa jatkuvassa
kasvutilassa ja vakaissa olosuhteissa, jotta tuotetta saataisiin maksimaalinen maara ilman sen laadun
vaihtelua. Soluliuosta pumpataan jatkuvasti pois bioreaktorista alavirtaan puhdistettavaksi tai
sdilioihin odottamaan puhdistusta. (Matanguihan ja Wu 2022) Perfuusiobioreaktorit voivat kasvattaa
soluja taukoamatta jopa 40 piivii ja solupitoisuus voi olla korkeimmillaan jopa 108 solua/ml.
Erikasvatuksessa saavutetut solupitoisuudet jiivit yleensid 107 soluun/ml ja eriikasvatusta voidaan
tehda 10-21 pdivén erissi rajoittavien tekijoiden, kuten reaktorin tilavuuden ja kertyvien

aineenvaihduntatuotteiden takia. (Maruthamuthu ja muut 2020)

3.2 Alavirta

Proteiini A -kromatografia on alavirran ensimmaéinen osaprosessi ja my0s alavirran suurin menoera
(Khanal ja Lenhoff 2021) Proteiini A -kromatografia perustuu vasta-aineiden ja proteiini A:n
affiniteettiin, ja siind kdytetty proteiini-A on Staphylococcus aureus-bakteerin ligandi, jota on
muokattu bioteknisesti paremmin vasta-aineiden sitomiseen ja kromatografiaan soveltuvaksi. (Matte

2022)



Perinteisesti erdtuotannossa kéytetty proteiini A -kromatografin stationaarifaasi koostuu hartsista, joka
siséltdd proteiini A:ta. Hartsi ja proteiini aktivoidaan ja pestdédn ensin erilaisilla puskureilla, minka
jilkeen pylvéédn pH sdddetadn sopivaksi puskurilla ja suolaliuoksella. Seuraavaksi kerédtty mediumi
huuhdotaan pylvdin lédpi, jolloin vasta-aineet jadvét hartsiin ja suurin osa epdpuhtauksista huuhtoutuu
pois pylvaistd. Loput epdpuhtaudet pestién puskurilla ja suolaliuoksella ja lopuksi vasta-aineet sekd
jéljelle jadneet epapuhtaudet eluoidaan pois pylvééstd seuraavaa vaihetta varten. Erdprosesseissa

proteiini-A-kromatografia suoritetaan samalla pylvailla monta kertaa perdkkéin. (Yang ja muut 2019)

Proteiini A -kromatografiasta on kehitetty lukuisia jatkuvia kromatografiamenetelmii.
Monipylvaskromatografia perustuu moneen yhteen liitettyyn pylvéadseen, jotka ovat pienempia
tilavuudeltaan kuin erdprosesseissa. Monipylviaskromatografiassa mediumi huuhtoutuu perdkkain
pylvéaistd toiseen. Ensimmaiseen pylvddseen voidaan ladata hallitusti ylimdard mediumia, jolloin
mahdollisimman moni hartsin proteiini A sitoo vasta-aineita. Lapi huuhtoutuva mediumi padtyy heti
seuraavaan pylvadseen, jossa hartsi sitoo lisdd vasta-aineita. Esimerkiksi Sytiva Life Sciences:n
jaksoittainen vastavirtakromatografia on esimerkki monipylvéaskromatografiasta, joka kayttda kolmea
tai neljaéd vuorotellen ladattavaa pylvista jatkuvan proteiini A -kromatografian mahdollistamiseksi.
(Rathore ja muut 2022) Kukin pylvis on jatkuvasti ladattavana, pestévéna tai eluoitavana, jolloin
saavutetaan jatkuva prosessi, jossa jokin pylviistd sitoo jatkuvasti vasta-aineita. Monia erilaisia
jatkuvia proteiini A -kromatografiamenetelmié on kehitetty. Esimerkiksi Chromatan on kehittényt
jaksoittaisesta vastavirtakromatografiasta eroavan proteiini-A -puhdistusmenetelmén. Chromatanin
jatkuva vastavirran tangentiaalinen kromatografia on teknologia joka ei tarvitse montaa eri pylvasti
vasta-aineiden puhdistamiseen mediumista. jatkuvassa vastavirran tangentiaalisessa kromatografiassa
systeemiin, jossa mediumi on, pumpataan hartsia ja proteiini A:ta siséltidva liuos vastavirtaan
mediumin kanssa. Systeemi siséltda onteloisia kuitujakalvoja, jotka pidéttelevit hartsia ja samalla
paidstavat mediumin molekyylit diffundoitumaan kalvon toiselle puolelle. Vasta-aineet jadvat kiinni
kalvossa olevan hartsin proteiini A -ligandeihin. Tadssd puhdistustekniikassa vasta-aineiden eluutio
saadaan toteutettua harvemmilla vilivaiheilla kuin monipylvaskromatografiassa. (Kavara ja muut

2020; Matte 2022)

Yleensa proteiini A -puhdistusta seuraa virusten inaktivointi (eng. viral inactivation, VI). Virusten
poisto liuoksesta on erittdin tarkeda potilasturvallisuuden kannalta. Viruksia voi paétya vasta-
aineliuoksen/mediumin sekaan tuottoprosessin tai kasvatussolujen mukana ja niiden 16ytyminen
lopputuotteesta voi johtaa jopa tuotannon pysédyttdmiseen ja sanitoimiseen, mistéd aiheutuu
merkittévasti taloudellista tappiota yritykselle. (Kavara ja muut 2020) Tyypillisesti proteiini A -
vaiheen jélkeen liuoksen pH on noin 3,5-4, joka soveltuu hyvin virusten inaktivointiin. (Rathore ja

muut 2022) Eréprosesseissa VI suoritetaan manuaalisesti titraamalla; happo- ja emésliuosta pumpataan



vasta-aineliuokseen ja oikea pH varmistetaan pH-mittarilla. Liuoksen inaktivointiajan on oltava
riittdvan pitkd, erdprosesseissa 30-60 minuuttia, ilman ettd vasta-aineet aggregoituvat. (Matte 2022) VI
on hyvin vaikea automatisoida ja ainoa markkinoilta 16ytyva puolijatkuva VI-prosessi on Pallin
Cadence VI system, joka kéyttda kahta itsendisesti toimivaa tankkia. Tankkeihin pumpataan proteiini
A -puhdistuksen eluutioliuosta, joka kdy lépi virusten inaktivoinnin niin, etti toinen tankki suorittaa
inaktivoinnin samaan aikaan kun toinen tyhjentii tuotteensa, puhdistuu ja ottaa sisdéin uuden liuoksen.
Talla tavalla VI saadaan osittain jatkuvaksi eivitka yhdelle tankille suoritettavat vaiheet, kuten

puhdistus, jatd liuosta odottamaan kerdystankkeihin. (Kavara ja muut 2020; Rathore ja muut 2022)

Vasta-aineliuokselle suoritetaan affiniteettikromatografian liséiksi yksi tai useampi puhdistusvaihe,
joissa kaytetddn erilaisia kromatografiatekniikoita. Ndiden vaiheiden tarkoituksena on erottaa
liuoksesta aineet, joita proteiini A -kromatografian jalkeen on viela jaljelld. Puhdistuksessa liuoksesta
erotetaan aggregoituneet molekyylit, muut tuotetut proteiinit kuin vasta-aineet, sekd DNA.
Puhdistusvaiheilla pyritddn myos tehostamaan virusten poistoa. Tyypillisid puhdistustekniikoita ovat
kationinvaihtokromatografia, anioninvaihtokromatografia ja hydrofobinen pylvaskromatografia.
kationin- ja anioninvaihtokromatografiat soveltuvat parhaiten aggregaattien poistoon ja DNA:n ja
proteiinien erottamiseen, kun taas hydrofobinen pylvéaskromatografia sopii aggregaattien poistamiseen
liuoksesta. Naitd kromatografiamenetelmid voidaan kayttad useilla eri tavoilla riippuen
puhdistettavasta vasta-aineesta. Tyypilliset erdprosessien teknologiat kéyttavit kahta tekniikkaa.
Vasta-aineliuoksen molekyylit voidaan sitouttaa pylvdiseen, mink jdlkeen vasta-aineet eluoidaan irti
tolpasta, tai liuos voidaan huuhtoa suoraan kromatografiapylvéén lapi ilman vélivaiheita. (Shukla ja
muut 2017) Anionin- ja kationinvaihtokromatografia seké hydrofobinen kromatografia voidaan
muuttaa jatkuviksi prosesseiksi hyddyntdmalld monipylviaskromatografiaa kuten proteiini A -

puhdistuksessa. (Khanal ja Lenhoff 2021)

Tyypillisesti alavirran viimeinen vaihe sisdltda ultra- ja diafiltraation, joiden avulla tdysin puhdistetut
vasta-aineet saavuttavat halutun pitoisuuden ja puskurikoostumuksen. Ultrafiltraatiossa (eng.
ultrafiltration, UF) vasta-aine-tuotteesta poistetaan vettd, jolloin sen vasta-aine-pitoisuus kasvaa.
Suurella lddkkeen pitoisuudella vihennetdédn potilaaseen injektoitavan ladkkeen kokonaismdardd. UF:n
jalkeen diafiltraatiossa (eng. diafiltration, DF) tuote liuotetaan oikeanlaiseen puskuriliuokseen ja
viimeiseksi UF:lla suodatetaan puskuroitu tuote haluttuun pitoisuuteen poistamalla ylimadrdinen neste,
jolloin saadaan valmis vasta-ainetuote. UF:ta kdytetddn myds prosessin eri osaprosessien vaiheiden
vileissd vihentdmain vélituotteiden tilavuutta. Eri osaprosesseissa vasta-aineliuos tarvitsee erilaisia
puskuriliuoksia prosessien toimivuuden kannalta. DF:ta voidaan kdyttad osaprosessien véleissi
vaihtamaan uusi puskuri vanhan tilalle. (Kavara ja muut 2020)

UF on myos tarpeellinen valivaihe tuoteliuoksen steriloinnille. UF:ssa kéytetdén suodattimena

onteloista kalvoa jonka huokosten koko vaihtelee vililld 2-100 nm riippuen kalvosta. Suodatus poistaa



tdmin kokoluokan epédpuhtaudet, eli liuokseen jaéneet mikrobit ja virukset. Virusten poistamiseen
kiytetddn yleensd huokoskooltaan 20 nm UF-kalvoja. UF on viimeinen suodatusvaihe jonka
tarkoiuksena on taata virusturvallisuus, mutta myds aiemmat kromatografiavaiheet poistavat joitain

viruksia riippuen niiden koosta ja rakenteista. (Qi ja muut 2025)

Tangentiaalinen suodatusvirtaus TFF on yleisimmin kéytetty UF:n ja DF:n toteutustapa. TFF sopii
hyvin tuotteen pitoisuuden séddtelyyn ja puskurin lisdémiseen tai puskurien vaihtamiseen vasta-
ainetuotteeseen. TFF:n heikkous on tarve kierréttdd liuos monta kertaa kalvon lépi, jolloin pumpun
aiheuttamat voimat voivat vahingoittaa vasta-aineita. Liuoksen uudelleenkierrédtys TFF-laitteistossa
vaatii myos sdilion, johon liuos kerddntyy, ja lisdd ndin laitteiston viemaa tilaa ja prosessin kestoaikaa.
(Kavara ja muut 2020) TFF:n jatkuvampi versio on yksikierroksinen tangentiaalinen suodatusvirtaus
(engl. single pass tangential flow filtration, SPTFF). UF:n aikana SPTFF suodattaa veden liuoksesta
yhdellé kierroksella eikd siten vaadi odotussdiliotd suodatettavalle liuokselle. SPTFF muodostuu
monesta perakkiisestd TFF-suodatinkalvosta, jotka yhdessa lisddvit suodatusalaa ja tehostavat
suodatusta niin, ettei montaa kierrosta tarvita. SPTFF:ta voidaan kayttad myds jatkuvassa DF:ssa,
jolloin tuotteen tai vélituotteen puskuri voidaan vaihtaa jatkuvana prosessina ilman keskeytyksid.

(Rathore ja muut 2022)

3.3 Osaprosessien integraatio tuotantoketjuksi

Jatkuva tuotantoprosessi vaatii ettd yksittéiset jatkuvat tuotantovaiheet ja osaprosessit on yhdistetty
jatkuvaksi kokonaisuudeksi. Kaupallisia monoklonaalisia vasta-aineita ei ole vield tuotettu tdysin
jatkuvasti ja kehitys kohdistuu télla hetkelld yksittdisiin osaprosesseihin jatkuvassa tuotannossa. On
olemassa kuitenkin esimerkkeja eritasoisista jatkuvien prosessien integraatiosta, kuten osittain jatkuva
prosessi, jossa jatkuva ylavirran tuotanto on yhdistetty valittomaan proteiini A -suodatukseen, ja tdysin
jatkuva prosessi, jossa vasta-aineliuos kulkee koko ajan suljetussa systeemissd osaprosessista toiseen.
(Chopda ja muut 2022) On myds néytetty integroitu alavirran prosessi, jossa yksittdiset operaatiot
proteiini-A-puhdistuksesta lopullisen vasta-ainetuotteen muodostukseen on kaikki integroitu yhteen

(Khanal ja Lenhoff 2021)

Suurimmat syyt, jotka jarruttavat jatkuvan tuotannon kehitysté, ovat ylavirran heikko
prosessianalyyttisten teknologioiden eli PAT:en hyddyntéminen, ja alavirran vélineiston ja anturien
vanhanaikaisuus. Téysin jatkuva vasta-aineiden tuotantoprosessi vaatii etenkin oikeanlaiset PAT-
vilineet seké tuotannon kulkua ennustavat tyokalut, jotka sijoitetaan tarvittaviin kohtiin tuotannon
varrelle. Yldvirran ja alavirran integraatio vaatii nopeaa paitoksentekoa ja prosessinohjausta etenkin

niiden liitoskohdassa. Siksi tarve reaaliaikaiselle tiedolle tuotannon parametreistd on suurempi kuin
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erdprosesseissa. (Chopda ja muut 2022; Khanal ja Lenhoff 2021) Erdprosesseissa tarkkailtavat
parametrit, kuten hapen liukoisuus, pH, virtausnopeus ja sdhkonjohtavuus eivit yksinddn riitd laadun
mittaamiseen ja prosessinohjaukseen jatkuvassa tuotannossa, vaikka niitd pystytdinkin tarkkailemaan
PAT-vilineilld. Monet parametreistd mitataan ottamalla tuotannosta ndytteitd ja mittaamalla ne
erikseen, mik4 ei anna riittdvén nopeaa tietoa padtoksentekoa varten. (Chopda ja muut 2022)
Koneoppiminen ja datan analysointi voivat auttaa tdrkeiden parametrien kuten
aineenvaihduntatuotteiden muodostumisen ja biofysikaalisten ominaisuuksien ennustamisessa, kuten
my0s tarkempien anturien suunnittelussa. (Khanal ja Lenhoff 2021) Riittédvén tiedon kerddmiseksi
tarvitaan tarkkoja mittausvélineitd. Spektroskooppiset tyokalut kuten RAMAN-spektroskopia ovat
kehittyneet nopeiksi ja monipuolisiksi tiedonkerdysvalineiksi seké yla- ettd alavirran aikana.
RAMAN-spektroskopiaa on kdytetty parantamaan solupitoisuutta ja proteiinintuottoa, seka
ennustamaan vasta-aineiden glykosylaatioasteita vihaisilld virheilldi. RAMAN-spektroskopiassa
Naytteeseen lahetetddn valositeilya tietylld aallonpituudella ja séteily siroaa molekyylien sidoksiin
osuessaan eri tavoin. Sateilyn fotonit vaihtavat aallonpituutta tiettyjen sidosvérdhtelyjen takia, ja
vaihtuneet aallonpituudet mitataan jolloin molekyylien rakenteista voidaan tehda spesifeja arvioita.
(Esmonde-White ja muut 2022) RAMAN-spektroskopiaa ja monia muita analyysilaitteistoja voidaan
kayttaa tehokkaina PAT-vilineind ja niiden hyStyna on se, ettd ne mittaavat montaa eri parametria,
jolloin ei tarvita anturia jokaisen yksittdisen parametrin mittaamiselle. Houkuttelevia
prosessianalyyttisid teknologioita ovat liséksi aseptinen néytteenotto ja nopeat in-line

laadunvalvontatestit jotka voidaan tehdé suoraan tuotantolinjalla. (Chopda ja muut 2022)

Tasausaltaat ovat tarkeitd jatkuvan tuottoprosessin sujuvuudelle. Ne toimivat odotussdilidind
vilituotteille, joita integroiduissa jatkuvissa prosesseissa syntyy. Virtausnopeudet eroavat usein
yksittdisissd prosesseissa ja vilituotteiden kerddminen tasausaltaisiin tasapainottaa eri operaatioita ja
helpottaa niiden integraatiota yhteen. (Chopda ja muut 2022) Prosessianalyyttiset teknologiat ovat
ensiarvoisen tirkeitd jatkuvien vasta-ainetuotantoprosessien integroinnissa, ja Yhdysvaltain
elintarvike- ja lddkevirasto FDA kannustaakin yrityksid ottamaan PAT-vélineitd kidyttoon tuotteiden
laadun varmistamiseksi. Vasta-aineiden tuotannossa PAT on tirked viline, mutta solukasvatus tekee

sen kéyttdonotosta haastavaa monimutkaisuutensa takia. (Khanal ja Lenhoff 2021)
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4 Jatkuvan tuotannon hyodyt

Erdprosessien korvaaminen jatkuvilla tuotantomenetelmilld tarjoaa lukuisia hyotyja timén hetken ja
tulevaisuuden vasta-ainetuotannolle. Erdprosesseissa yksittdiset prosessit suoritetaan yksi kerrallaan ja
jokaisen prosessin vilituotteet kerddntyvit sdilidihin odottamaan seuraavan prosessin alkua. Tama
hidastaa prosessia huomattavasti ja pienentda tuotantovilineiden kayttotehokkuutta. Jatkuvat prosessit
pyrkivét maksimoimaan vilituotteiden sujuvan siirtymisen yksittdisestd prosessista toiseen ilman
turhia odotusaikoja tasaussiilidissd. Jatkuva virtaus viahentdd suoraan prosessin kokonaiskestoa ja
samalla tehostaa tuotantovélineiden kayttd4, silld kaikki tuotannon osat ovat samanaikaisesti
toiminnassa. Erdtuotannossa yhden vasta-aine-eridn prosessoimiseen bioreaktorista lopputuotteeseen
voi menni viikko, kun taas joissain tapaustutkimuksissa jatkuvilla menetelmillé tuotetun tuotteen

valmistuminen bioreaktorista lopputuotteeseen kestdi alle 20 tuntia. (Kavara ja muut 2020)

Perfuusion hyddyntdminen ylédvirrassa tarjoaa lukuisia hydtyja verrattuna erdtuotantoon. Jatkuvan
vakaan tilan ja solujen kasvuvaiheen hyddyntdminen parantaa proteiinintuotantoa ja vihentda
tarvittavaa tuotantoreaktorin kapasiteettia. Perfuusion kdyttamiselld voi olla myds vasta-aineiden
laatua parantavia ominaisuuksia. Tuottosolujen kasvu vakaissa olosuhteissa on yhdistetty vakaampaan
proteiinien tuottoon, mikd vahentdd proteiinien translaation jélkeistd heterogeenisyyttd eli erilaisuutta.
(Maria ja muut 2023) Jatkuvan tuotannon ja erdprosessien vertailu kokeellisesti on tirkeda

tuotantotehokkuuden vertailemiseksi ja muiden parametrien vertailemiseksi.

Kokeellisessa tutkimuksessa vertailtiin pilottimittakaavan tdysin jatkuvaa tuotantoprosessia
erdprosessiin monoklonaalisten vasta-aineiden tuottamisessa. Erdprosessi suoritettiin neljalla 12 500
litran bioreaktorilla ja saman mittakaavan alavirran vélineistolld. Jatkuva prosessi suoritettiin viidelld
2000 litran perfuusiobioreaktorilla yhdistettyiné alavirran prosessiin, joka koostui jatkuvaksi
yhdistetyistd monipylviskromatografiasta, VI:sta, suodatuksesta, UF:sta sekd DF:sta. Jatkuvalla
prosessilla ja erdimenetelmalld valmistettujen vasta-aine-tuotteiden laatu oli vertailukelpoinen.
Tuottoprosessien tehokkuutta vertailtiin ja perfuusion huomattiin tuottavan vasta-ainetta 4,6-kertaisesti
erdtuotannon ylévirtaa enemmaén. Perfuusion tuottama mediumi sisélsi myds vihemmaén aggregaatteja,
mika vdhensi puhdistuksen tarvetta alavirrassa. Jatkuva prosessi vihensi huomattavasti
odotussdilididen mairdd verrattuna erdprosessiin. Myds tuoton kustannuksia arvioitiin
tietokoneohjelmistolla ja jatkuvan tuotannon kustannukset olivat arvion mukaan 15 % pienemmét kuin
erdprosessin tuottokustannukset. Ero tuotantokuluissa johtui muun muassa siité, ettd jatkuvan
tuotantolinjan prosessit olivat erdprosesseja tehokkaampia, miné takia ne tarvitsivat vihemman tilaa.
Kaiken lisdksi monipylvaskromatografia kaytti vdhemman hartsia proteiini-A-suodatuksessa ja ylsi

silti vertailtavaan tulokseen erdprosessin suodatuksen kanssa. (Arnold ja muut 2019)
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Proteiini A:ta siséltidvin hartsin tehokas kdyttiminen on tarkedd, koska se muodostaa suuren menoeran
vasta-ainetuotannossa. Jatkuvat proteiini A -kromatografiamenetelmat parantavat hartsin
kayttotehokkuutta verrattuna perinteisiin erdtekniikoihin vahentdmaélla tarvittavan hartsin tilavuutta ja

nopeuttamalla puhdistusprossia, heikentdmaéttd puhdistetun tuotteen laatua. (Khanal ja Lenhoff 2021)

Jatkuva tuotanto tarjoaa enemmén joustavuutta, sddstda kuluja, ja on parempi ympéristdlle kuin
perinteinen tai tdysin optimoitu eréprosessi. Jatkuvat prosessit hyddyntavit reaaliaikaista seurantaa,
mikéd mahdollistaa prosessin virheiden mahdollisimman aikaisen havaitsemisen. Toisin kuin
erdprosessissa, joissa koko vasta-aine-eré saatetaan tuottaa valmiiksi ennen virheen havaitsemista,
jatkuvassa tuotannossa virheisiin voidaan puuttua nopeammin ja pienemmilld tappioilla. Jatkuvan
tuotannon on huomattu pienentavin kuluja keskiméarin 23 % ja hiilidioksidipadst6ja 54 % verrattuna
erdtuotantoihin. Pienempien hiilidioksidipaastdjen lisdksi jatkuva tuotanto pienentid selvisti muovin
kulutusti ja sen kulutus laskeekin keskimaérin 57 %. Lisdksi jatkuvan tuotannon vélineiden
tehokkuuden on arvioitu voivan pienentdd tuotantoyksikon tarvitsemaa tilaa jopa 51 %, miké on

selittdvd syy pienemmille hiilidioksidipédstoille. (Macdonald 2025)
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5 Trendit

Biologisten lddkeaineiden tuotantomenetelmét ovat kehittyneet paljon lyhyessi ajassa ja kahdessa
vuosikymmenessa kilpailevien yritysten laadunvarmistusmenetelmét ovat kehittyneet ja samalla
mahdollistaneet tuotteiden tasaisen laadun. Tall4 hetkelld kilpailevat tuottajat yrittavétkin panostaa
biologisten lddkeaineiden, kuten vasta-aineiden, tuottotehokkuuden parantamiseen ja tuottokulujen
viahentdmiseen. Taloudelliset analyysit ja tutkimukset arvioivat jatkuvan tuotannon vahentdvéin
tuottamisen pddomakustannuksia yli 80 % ja tuotantokuluja yli 60 %. On selvii ettd yritykset ovat
tietoisia jatkuvan tuotannon hyodyistd, mutta myds vaikeuksista siirtyméssé erasté jatkuvaan, kuten

myds PAT-vilineiden integroimisen vaikeuksista. (Macdonald 2025)

Monet yritykset ovat ottaneet jatkuvia prosesseja osaksi tuotantolinjojaan vasta-aineiden ja
samantyyppisten biomolekyylien tuotannoissa. Esimerkiksi Alvotech tuottaa biosimilaareja 1000 litran
perfuusiobioreaktorilla, joka kiyttdd ATF:ta perfusion retentiolaitteena. Alavirran puhdistukseen
Alvotech kayttda jatkuvaa kolmen pylvéédn puhdistusta ja jatkuvaa Pallin Cadence VI-virussuodatusta.
Myos Amgen tdhtid tehokkaampaan biomolekyylien tuotantoon tehokkaammalla ylavirran
perfuusioprosessilla kayttdmalla 2000 litraista perfuusiobioreaktoria. Perfuusion tuoteliuos virtaa
suoraan kahteen pylvédseen, joista jalkimmaisestd liuos jatkaa suoraan suodatusprosesseihin. Amgenin
integroima jatkuva prosessi on avittanut suuresti Amgenin menestysté alalla. BiosanaPharma on
todellisen jatkuvan vasta-ainetuotannon uranuurtaja ja on edennyt ensimmaéisenéd yrityksena kliiniseen
vaiheeseen monoklonaalisten vasta-aineiden tiysin jatkuvassa tuotannossa. BiosanaPharman 3C:ksi
nimedma prosessi kdyttdd vasta-aineiden tuottamisessa perfuusiota, jatkuvaa sentrifugointia ja
jatkuvaa alavirran prosessia. Konseptin toimivuus todistettiin 50 litran bioreaktorilla ja saman kokoista

prosessia on kaavailtu lopulliseen kaupalliseen tuotantoon. (Kavara ja muut 2020)

Yritykset, kuten my0s akateemiset ja hallinnolliset toimijat ovat aloittaneet jatkuvien
tuotantomenetelmien implementaation edistdmisen niiden tarjoamien hydtyjen takia. Ylavirran
jatkuvia prosesseja kaytetdéin jo monissa hyvaksytyissé teollisissa tuottoprosesseissa, kuten edelld
mainitut yritykset ndyttivit. My0s joitain alavirran jatkuva prosesseja on otettu kéyttoon, mutta
alavirran integrointi jatkuvaksi ei ole yhtd kehittynyttd kuin yldvirran. (Khanal ja Lenhoff 2021)
Alavirran prosessit jarruttavatkin terapeuttisten vasta-aineiden tuottamisen tehostamista ylévirran
proteiinituoton nopean tehostumisen myoti. Viime vuosina on kuitenkin kehitetty uusia kokeellisia
menetelmid, kuten lupaava SPTFF TFF:n korvaajaksi. Jatkuvan tuotannon adoptointi osaksi vasta-
aineiden tuottamista on selkeésti tdmén hetken ja tulevaisuuden suuri trendi, mutta integraatio vaatii
kehitystd monella osa-alueella. PAT-vilineiden kehitys ja jatkuvien prosessien ymmarrys auttavat

edistdmaién jatkuville prosesseille ensiarvoisen tirkedd automaatiota. Ideaalinen automatisoitu jatkuva
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prosessi vaatii prosessia ohjaavien ohjelmistojen ja laitteistojen integraatiota toimiviksi yhdessi, mikd

taas vaatii eri alojen asiantuntijoiden yhteistyo6ti. (Khanal ja Lenhoff 2021)
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6 Yhteenveto

Jatkuvan tuotannon mekanismeja on kéytetty pitkédén jo pitkdén monilla teollisuuden aloilla, kuten
esimerkiksi terdksen valmistuksessa. Biolddketiede on vasta alkanut kehittéé jatkuvia tekniikoita
biomolekyylien valmistuksessa, tavoitteenaan muun muassa vahentéd tuotantokuluja. Biolddkkeiden
tuottamisessa kéytetyt raaka-aineet voivat maksaa paljon ja raaka-aineiden tehokkaampi kéyttdminen
onkin saanut jatkuvat tuottojirjestelmat tarkeédksi kehityssuunnaksi bioteollisuudessa.

Perfuusiota on kéytetty jo pitkdén stabiilin tuottoympariston vaativien molekyylien tuottamiseen.
Vasta hiljattain sitd on alettu kdyttdd muidenkin biomolekyylien tuottamiseen tuottavuuden
tehostamiseksi. Jatkuvan alavirran hyddyntidmisté biolddkkeiden tuotossa on tutkittu vihemmén, mutta

sen hyddyt ymmarretdédn jo hyvin. (Jagschies 2018)

Jatkuva tuotanto on uusimpia kehityksen kohteita bioteollisuudessa, minké takia sen yhdistiminen
vasta-aineiden tuottamiseen vaatii vield kehitysti. Liséksi jatkuvan tuotannon implementointi osaksi
vasta-ainetuotantoa vaatii alkuinvestointeja, jotka saattavat jarruttaa ladkeyritysten halua ottaa jatkuvia
tekniikoita kdyttoon. Jatkuvan tuotannon aikaansaama tuoton tehostuminen, tarvittavan tyévoiman
viheneminen ja tuotantotilan pienentyminen tulevat maksamaan investoidut kulut takaisin aikanaan ja
tarjoamaan pitkdaikaisia etuja. Laitekehityksen liséksi tarvitaankin kaupallisia esimerkkejé vasta-
aineista jotka on tuotettu jatkuvalla tuotannolla. Esimerkkitapausten kautta muut ladkeyritykset
saisivat rohkeutta investoida jatkuvaan tuotantoon myos monoklonaalisten vasta-aineiden

tuottamisessa. (Khanal ja Lenhoff 2021)

Jatkuvaa tuotantoa tutkitaan jatkuvasti enemmaén ja sen kdytostd vasta-aineiden tuottamisessa tehdddn
joka vuosi tutkimuksia, jotka korostavat jatkuvan tuotannon hyotyja. Liséksi, kun otetaan huomioon,
ettd jotkin suuret laitetuottajat ja bioteollisuuden yritykset ovat ottaneet jatkuvia tekniikoita osaksi
tuotteitaan ja tuotantojdjestelmidin, on uskottavaa ettd kehitys tulee jatkumaan hyvand. Naméa yhdessi
maailman kasvavan vieston ja kasvavan ladkekehityksen kanssa takaavat jatkuvalle tuotannolle hyvit

tulevaisuudenndkymét.
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