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OPIS PRZEDMIOTU ZAMOWIENIA

TRANSFER TECHNOLOGII, ROZWOJ PROCESOWY ORAZ
WYTWORZENIE CZASTECZKI

WPD101A
W STANDARDZIE NON-GMP W SKALI 4 G
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1. Informacje podstawowe

o Ustuga obejmuje wykonanie transferu technologii, rozwéj procesowy oraz wytworzenie
biatka WPD101a w standardzie non-GMP w skali 4 gramow.

¢ Wykonawca powinien udokumentowac na potrzeby postepowania kwalifikacyjnego 2

przyktady zrealizowanego rozwoju

procesowego oraz wytworzenia biatka

rekombinowanego z wydajnoscig >1 g z 1 litra fermentacji bakteryjnej oraz z czystoscig
>98% (bez ujawniania poufnych lub wrazliwych szczegotow).

o Oferta wykonawcy powinna zawiera¢ catkowity koszt realizacji dziatah objetych OPZ,
w tym opracowanie procesu, produkcje, transport, przechowywanie, podatek i wszelkie
inne, jesli to konieczne. Wykonawca nie moze obcigza¢é WPD Pharmaceuticals
zadnymi dodatkowymi kosztami, nieujetymi w ofercie.

e Firma WPD Pharmaceuticals bedzie rozliczana i fakturowana etapami za kazdy

ukonczony pakiet prac,
odpowiednim Protokotem Odbioru.

po zaakceptowaniu

jego wynikéw, potwierdzonym

o \Wszelkie opdznienia, ograniczenia technologiczne i problemy ze spetnieniem kryteriéw
OPZ bedg na biezgco omawiane i korygowane z wykonawca.

o Sekwencja kodujgca WPD101a zostanie dostarczona przez WPD Pharmaceuticals
jako wariant z kodonami dostosowanymi do ekspresji w szczepach E. coli.

e TABELA 1 podsumowuje kluczowe parametry, ktére majg by¢ wykorzystane przy
projektowaniu i wdrazaniu technologii wytwarzania przez wykonawce.

e TABELA 2 podsumowuje podstawowe wiasciwosci molekularne rekombinowanego
biatka WPD101a, ktére ma byé wytworzone.

e TABELA 3 zawiera ostateczng ilos¢ WPD101a, ktéra powinna zosta¢ dostarczona do

WPD Pharmaceuticals.

o TABELA 4 podsumowuje zakres prac dla pakietow i czas ich trwania. Podane terminy
sg orientacyjne i w razie potrzeby bedg na biezgco omawiane z wykonawcg.

Tabela 1: Podstawowe wymagania technologii produkcyjnej

1. |Typ API jednotancuchowe fuzyjne biatko rekombinowane
2. |Platforma produkcyjna ir;lelflirzo;%%/igﬁnzare?gﬁj?;eg?(jaam w E. coli do ciatek
3. |Biezgca wydajnos¢ platformy produkcyjnej |~7 mg z 1 litra hodowli

4. |Skala docelowa produkcji >4q

5. |Docelowa wydajnos¢ platformy produkcyjnej |>1 g z 1 litra hodowli

6. |Docelowa czystos¢ platformy produkcyjne;j > 98%

7. |Wskazanie terapeutyczne glioblastoma

8. |Planowana droga podania testowana w projekcie

9. |Docelowy rynek regulacyjny (EMA, FDA) EMA / FDA

10. | Formulacja ptynna (prawdopodobnie PBS)

11. | Przechowywanie dtugoterminowe -80°C
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Tabela 2: Podstawowe witasciwosci molekularne WPD101a

1. | Forma biatka jednotancuchowa fuzja, monomer
2. | Liczba aminokwasow 503

3. | Liczba wigzan dwusiarczkowych / reszty Cys 3/6

4. | MW, $rednia izotopowa (Da) 54804

5. | €280 nm (M-lcm?) 51715

6. | A280nm 1% 9.44

7. | pl (teoretyczny) 5.58

Tabela 3: llos¢ do dostarczenia przez wykonawce

Materiat jesc do\s/\t/?arlgzona Ee Czystos¢ RP-HPLC Termin dostarczenia
non-GMP >4 g >98% do 12 miesigcy od dnia
podpisania umowy

Tabela 4: Zakres prac wykonawcy

Ne Dzialanie Materiat dostarczony * | Czas trwania (miesigce)
1. | Uzyskanie gospodarza ekspresyjnego techniczny 1

2. Szarza demonstracyjna >1 mg 1

3. Rozwdj procesowy techniczny 3

4, Rozwdj analityczny techniczny 1

5. Szarza docelowa (non-GMP) >4 9 1

6. Specyfikacja zwolnieniowa non-GMP 1

* jlos¢ do ustalenia i wykorzystania wewnetrznie przez wykonawce, jesli nie zostata wskazana
bezposrednio

2. Uzyskanie gospodarza ekspresyjnego

2.1. Zakres prac pakietu

e System ekspresyjny powinien by¢ indukowany w bakteriach z ekspresjg do ciatek
inkluzyjnych i etapem refoldingu. JeS$li uzywany jest jakikolwiek znacznik
powinowactwa, powinien zosta¢ ostatecznie usuniety.

e Sekwencja kodujgca zostanie dostarczona przez WPD Pharmaceuticals jako
wariant z kodonami dostosowanymi do ekspresji w szczepach E. coli.
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e Sekwencja kodujgca WPD101a powinna zosta¢ zintegrowana z platformg
ekspresyjna wykonawcy, prowadzac do uzyskania plazmidu(éw)
ekspresyjnego(ych) i szczepu(éw) ekspresyjnego(ych).

o Optymalny gospodarz ekspresyjny powinien zosta¢ zidentyfikowany w wyniku
ekspresji na matg skale i standardowe procedury midstream oraz downstream
wykonawcy.

e Opcjonalnie, WPD Pharmaceuticals moze przeprowadzi¢ klonowanie we
wskazanym plazmidzie(ach) ekspresyjnym(ach), dostarczonym przez wykonawce,
we wlasnym zakresie. Zostanie to omoéwione z wykonawca.

e Ekspresje nalezy wykaza¢ za pomocg przynajmniej nieredukujacej analizy SDS-
PAGE.

2.2. Produkt dostarczony

e Raport z rozwoju i uzyskania gospodarza ekspresyjnego

3. Szarza demonstracyjna

3.1. Zakres prac pakietu

o Preparat na skale pilotazowg powinien zosta¢ wytworzony przy uzyciu
standardowych procedur midstream oraz downstream stosowanych przez
wykonawce w celu oczyszczania rekombinowanych biatek z ciatek inkluzyjnych.

o Celem szarzy jest identyfikacja probleméw z rozwojem procesowym, jakoscig
produktu i/lub rejestracjg szarzy przed wykonaniem witasciwej szarzy non-GMP.

e Do WPD Pharmaceuticals nalezy dostarczyé nie mniej niz 1 mg oczyszczonego
biatka o stezeniu nie mniejszym niz 1 mg-ml™.

e Oczyszczony preparat biatkowy powinien by¢ sporzadzony w PBS, podzielony na
porcje do 10 probdéwek i szybko zamrozony w ciektym azocie. Ostateczna liczba
porcji zostanie uzgodniona z wykonawcg w zaleznos$ci od doktadnej ilosci i stezenia
uzyskanego materiatu.

e Materiat nalezy dostarczy¢ do WPD Pharmaceutical zamrozony (np. w suchym
lodzie).

e Dostarczony materiat zostanie wykorzystany do jego oceny w WPD
Pharmaceuticals, m.in.: analizy jego czystosci densytometrycznej (nrSDS-PAGE),
wielkosci hydrodynamicznej (SE-FPLC), aktywnosci cytotoksycznej in vitro (MTS) i
innych, jesli postanowiono.

3.2. Produkt dostarczony

o Raport z procesu ekspresji i oczyszczania z rejestracjg szarzy i certyfikatem analizy

e >1 mg oczyszczonego porcjowanego i zamrozonego preparatu WPD10la w
stezeniu >1 mg-ml*
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4. RozwdOj procesowy

e Proces produkcyjny powinien by¢ zoptymalizowany dla WPD101a z wykorzystaniem
technologii wykonawcy.

e Zoptymalizowana wydajnos¢ oczyszczania catego procesu powinna wynosic powyzej
1 g z 1 litra fermentaciji bakteryjnej.

e Koncowa czystos¢ WPD101a nie powinna wynosi¢ powyzej 98% wedtug analizy RP-
HPLC.

4.1. Optymalizacja procesu upstream

¢ Optymalizacja procesu upstream powinna obejmowac:
o nie mnigj niz 3 ré6zne szczepy gospodarza,
o hie mnigj niz 3 rozne sktady pozywek hodowlanych,

o parametry fizykochemiczne fermentacji: temperatura, tlen rozpuszczony, pH,
kinetyka.

o Objetos¢ dla kazdego przebiegu optymalizacji nie powinna by¢ mniejsza niz 1 litr
hodowli bakteryjnej.

¢ Nalezy zmaksymalizowa¢ wydajnos¢ zaréwno wolumetryczna, jak i specyficzng
ekspresji.

4.2. Optymalizacja procesu midstream

o Nalezy zoptymalizowa¢ nastepujgce etapy procesu midstream:
o ekstrakcja i oczyszczanie ciatek inkluzyjnych,

o parametry fizykochemiczne refoldingu: stezenie biatka, temperatura, kinetyka,
skfadniki buforu, pH, potencjat redoks,

o usuwanie znacznika w celu uzyskania pozadanej struktury pierwszorzedowej
WPD101a.

4.3. Optymalizacja procesu downstream

e Oczyszczanie powinno opierac sie na chromatografii cieczowej, FPLC lub HPLC.

e Optymalizacja powinna obejmowa¢ chromatograficzne etapy wychwytywania i
rozdziatu. Preferencyjnie, procedura powinna zawieracC rowniez etap polerowania,
w zaleznosci od osiggnietego stopnia czystosci.

e Nalezy przetestowa¢ co najmniej 2 rozne podtoza chromatograficzne, kazde z co
najmniej 2 réznymi warunkami przemywania/eluciji.
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e Zasadniczo nalezy unika¢ ultrafiltracji i diafiltracji i nie wtgczac¢ ich do procesu bez
uzasadnienia.

4.4. Produkty dostarczone

e Raport z rozwoju i optymalizacji procesu z uwzglednieniem poszczegoélnych etapéw

5. Rozwdj metod analitycznych

TABELA 5 wymienia metody analityczne, ktore nalezy opracowac i zastosowac¢ w celu
oceny przydatnosci opracowanej technologii do wytwarzania WPD101a o okreslonych
atrybutach jakosciowych, przede wszystkim tozsamosci i czystosci. Metody te powinny by¢
réwniez stosowane do testow zwolnieniowych szarzy koncowej, ktéra ma by¢ dostarczona
do WPD Pharmaceuticals, a ich wyniki powinny by¢ zawarte w certyfikacie analizy tej
szarzy.

Tabela 5: Kryteria specyfikacji dla WPD101a w ptynnej formulacji

Test Metoda Kryterium akceptaciji
Parametry fizykochemiczne

wygiad opuos e P 223 rap

pH Eur. Ph. 2.2.3 (USP 791) TBD

Osmolalnos¢ Eur. Ph. 2.2.35 (USP 785) TBD

Przewodnos$c¢ Eur. Ph. 2.2.38 (USP 645) TBD
Tozsamos¢

Tozsamosé " CE-SDS albo SDS-PAGE, zgodnos¢ z referencjg

redukujacy i nieredukujgcy

Zawartosé

Stezenie UV-VIS spektroskopia (A280) >10 mg-ml?
Czystos¢

Czystosé¢:

= CE-SDS albo SDS-PAGE,

zanieczyszczena redukujagcy i nieredukujacy

procesowe i biatka >98% (RP-HPLC)

. = SE-HPLC

pokrewne (agregacja,

. » RP-HPLC
degradacja)
Inne zanieczyszczenia TBD TBD

mikrobiologia

Endotoksyny Eur. Ph. 2.6.14 (USP 85) TBD
Obcigzenie biologiczne Eur. Ph. 2.6.1 (USP 61) TBD

CE-SDS: capillary electrophoresis - sodium dodecyl sulfate; clEF: capillary isoelectric focusing; ELISA:
enzyme-linked immunosorbent assay; Eur. Ph.: European Pharmacopoeia; IE-HPLC: ion-exchange
high-performance liquid chromatography; LC: liquid chromatography; MS: mass spectrometry; qPCR:

WPD Pharmaceuticals Sp. z 0.0. ul. Zwirki i Wigury 101, 02-089 Warszawa, Sad Rejonowy dla m.st. Warszawy w Warszawie,
XII Wydziat Gospodarczy Krajowego Rejestru Sadowego, KRS: 0000693186, NIP: 5252721500, REGON: 368226325, kapitat
zaktadowy 2 100 000 PLN, www.wpdpharmaceuticals.com

7/8


http://www.wpdpharmaceuticals.com/

WPD

Pharmaceuticals

POL OPZ 01 WPD101A 2023.docx 19.06.2023
CONFIDENTIAL

Tabela 5: Kryteria specyfikacji dla WPD101a w ptynnej formulacji

Test

Metoda Kryterium akceptacji

guantitative polymerase chain reaction; RP-HPLC: reverse-phase high-performance liquid
chromatography; SE-HPLC: size-exclusion high-performance liquid chromatography; TBD: do
ustalenia; UV-VIS: ultraviolet-visual spectroscopy

5.1. Produkty dostarczone

e Raport z opracowania metod analitycznych wraz z protokotami

6. Szarza non-GMP

Szarza non-GMP powinna zosta¢ wytworzona w skali wiekszej niz 4 g przy uzyciu
technologii opracowanej przez wykonawce. Stezenie produktu kohcowego powinno
by¢ wieksze niz 10 mg-mil.

Substancja lecznicza powinna by¢ rozpuszczona w ptynnym buforze (prawdopodobnie
PBS). Bufor zostanie omoéwiony z wykonawcg. Preparat nalezy podzieli¢ na porcje do
400 probdéwek i szybko zamrozi¢ w ciektym azocie. Ostateczna liczba porcji zostanie
uzgodniona z wykonawcg w zaleznosci od doktadnej ilosci i stezenia uzyskanego
materiatu.

Materiat non-GMP nalezy dostarczyé do WPD Pharmaceuticals w stanie zamrozonym,
np. w suchym lodzie.

Materiat non-GMP nalezy przetestowa¢ pod katem kryteribw specyfikacii
wymienionych w TABELA 5.

Materiat non-GMP zostanie wykorzystany do badan toksykologicznych i
przedklinicznych, wstepnych badah stabilnosci, wzorca referencyjnego i
charakterystyki molekularnej w WPD Pharmaceuticals.

6.1. Produkty dostarczone

e Raport z procesu ekspresji i oczyszczania z rejestrem szarzy i certyfikatem analizy

e >4 g 0Cczyszczonego porcjowanego i zamrozonego preparatu WPD101a w stezeniu
>10 mg-ml?
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