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Kurzfassung

Biopharmazeutische Produktionsprozesse dienen der Herstellung komplexer Biomo-
lekiile zu therapeutischen Zwecken. Wachstumsfaktoren, Impfstoffe oder monoklo-
nale Antikorper sind nur einige Beispiele fiir biotechnologisch hergestellte Produk-
te. Die grofe Mehrheit, der in der Vergangenheit etablierten Herstellungsverfahren,
nutzt Equipment aus Edelstahl zur Durchfithrung der einzelnen Unit-Operations. Im
Gegensatz dazu setzen moderne Produktionsprozesse vermehrt auf vorsterilisiertes
Single-Use-Equipment. Dadurch entfallen zuvor notwendige Reinigungsschritte und
Validierungen zwischen den Produktionszyklen und die Produktionsanlagen lassen
sich deutlich flexibler einsetzen. Damit einhergehend steigt auch der Bedarf fiir kom-
patible Sensoren, die ihrerseits ebenfalls Einwegprodukte sind oder einzelne Single-
Use-Komponenten besitzen.

Daher wurde in dieser Arbeit eine Einweg-Durchflussmesszelle zur spektroskopischen
Bioprozessiiberwachung im Up- und Downstream entwickelt. Sie ist fiir den Einsatz
an Single-Use-Systemen optimiert und ermoglicht sowohl die Aufnahme von Absorp-
tionsspektren im UV/VIS-Spektralbereich als auch die Messung von Streulicht in ver-
schiedenen Detektionswinkeln. Die Messzelle besteht aus Acrylnitril-Butadien-Styrol
(ABS) und wird additiv im fused filament fabrication (FFF)-Verfahren gefertigt. Dabei
konnte die Biokompatibilitdt des Druckmaterials gemaf3 ISO 10993-5:2009 nachge-
wiesen werden. Zur Messung dient ein faseroptisches Spektrometer oder eine in den
Messzellenhalter integrierte LED-Messtechnik. Fiir Pfadlingen (>3 mm) konnte eine
hohe Genauigkeit des Fertigungsprozesses gezeigt werden. Der lineare Messbereich
erstreckt sich bei Pfadléingen von <5 mm auf bis zu 8 AU*cm™!.

Dariiber hinaus wurde die Messzelle zur Uberwachung von verschiedenen fed-batch-
Prozessen und einem Perfusionsprozess eingesetzt. Insbesondere wurde dabei das Zell-
wachstum von CHO-Zellen in verschiedenen Reaktorsystemen iberwacht. Um den ho-
hen Dynamikbereich der Messmethode zu zeigen, wurde auch eine Hochzelldichtekul-
tivierung mit Komagataella phaffii durchgefiihrt. Dabei konnte fiir die verschiedenen
Anwendungen das Zellwachstum erfolgreich mithilfe der gemessenen Streulichtinten-
sitit abgebildet werden. Des Weiteren wurde die Messzelle zur Uberwachung der Auf-
reinigung eines monoklonalen Antikorpers eingesetzt. Hier konnte durch Aufnahme

von Absorptionsspektren der Aggregatanteil des Antikorpers bestimmt werden.

Schlagworter: Single-Use, Durchflussmesszelle, Sensortechnologie, UV/VIS-Spektros-

kopie, Streulicht, Bioprozessiiberwachung, 3D-Druck
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Abstract

Biopharmaceutical production processes are used to produce complex biomolecules
for therapeutic purposes. Growth factors, vaccines or monoclonal antibodies are just
a few examples of biotechnologically manufactured products. The vast majority of
traditional manufacturing processes use stainless steel equipment to perform the indi-
vidual unit operations. In contrast, modern production processes increasingly rely on
pre-sterilized single-use equipment. This eliminates the need for cleaning steps and
validation between production cycles and allows production equipment to be used
much more flexible. This has also led to an increasing demand for compatible sensors,
which in turn are single-use products or have individual single-use components.
Therefore, a single-use flow cell for spectroscopic bioprocess monitoring of up- and
downstream processes was developed throughout this thesis. It is optimized to work
with single-use systems and allows both the acquisition of absorption spectra in the
UV/VIS spectral range and the measurement of scattered light at different detection
angles. The flow cell is made of acrylonitrile butadiene styrene (ABS) and is additively
manufactured using the fused filament fabrication (FFF) process. The biocompatibility
of the printed material was demonstrated according to ISO 10993-5:2009. An external
fiber optic spectrometer or LED measurement technology integrated into the measu-
ring cell holder is used to perform the measurement. For path lengths (>3 mm), high
accuracy of the manufacturing process has been shown. The linear measuring range
extends up to 8 AU*cm™? for path lengths <5 mm.

In addition, the sensor system was used to monitor various fed-batch processes and a
perfusion process. In particular, this involved monitoring the cell growth of CHO cells
in various bioreactor systems. To demonstrate the high dynamic range of the measure-
ment method, a high cell density cultivation with Komagataella phaffii was conducted
as well. The cell growth was successfully monitored for the different applications ba-
sed on scattered light intensity. Furthermore, the flow cell was used to monitor the
purification of a monoclonal antibody. Here, the aggregate fraction of the antibody

could be determined by recording absorption spectra.

keywords: Single-use, flow cell, sensor technology, UV/VIS spectroscopy, scattered

light, bioprocess monitoring, 3D printing
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1. Einleitung

LAUS Alles, was ich als Poet geleistet habe, bilde ich mir gar nichts ein. [...]
Dass ich aber [... ] in der schwierigen Wissenschaft der Farbenlehre der Einzige

bin, der das Rechte weifs, darauf tue ich mir etwas zu gute.“

Goethe, der grof3e Dichter, war also fest davon iiberzeugt, auch ein grofer Natur-
wissenschaftler zu sein. In seiner 1810 erschienenen Schrift ,,Zur Farbenlehre“ griff er
John Isaac Newton an, welcher bereits im 17. Jahrhundert experimentell demonstrier-
te, dass weiles Licht aus verschiedenen Farben zusammengesetzt ist. Newton nutzte
dazu einen abgedunkelten Raum und lief3 Sonnenlicht durch ein kleines Loch auf ein
Prisma fallen. Dahinter entstand durch Lichtbrechung ein gut sichtbarer Regenbogen
mit allen Farben des sichtbaren Lichtspektrums. Goethe ging anders vor und betrach-
tete eine weile Wand durch ein Prisma, um das Farbspektrum zu sehen. Die vielen
sich {iberlagernden Lichtstrahlen der weillen Wand verhinderten jedoch eine solche
Beobachtung. Trotz methodischer Fehler verbuchte Goethe sein Experiment als Erfolg
und sprach der Newtonschen Lehre ihre Giiltigkeit ab.

Newton sollte jedoch Recht behalten und stellte damit die Basis zur Erklarung ver-
schiedenster Alltagsbeobachtungen, wie dem Himmelsblau oder der Abendrote. Ver-
antwortlich fiir diese Phdnomene sind keine Prismen, sondern Gasmolekiile in der
Atmosphire. An diesen Gasteilchen wird das Sonnenlicht auf dem Weg zum Betrach-
ter in alle Richtungen gestreut. Der Physiker Lord Rayleigh erkannte bald, dass diese
Streuung wellenldngenabhéngig ist. Blaues Licht wird bei der nach ihm benannten
Rayleigh-Streuung stirker gestreut als rotes. Tagsiiber erscheint der Himmel demnach
blau, weil die blauen Lichtanteile zur Erdoberflache gestreut werden. Bei niedrigem
Sonnenstand ist die Strecke des Sonnenlichts durch die Atmosphare jedoch ldnger.
Dadurch wird ein GroRteil des blauen Lichts seitlich weggestreut. Ubrig bleiben die
roten Lichtanteile, welche den Himmel am Abend rot erscheinen lassen.

All das beruht auf der Wechselwirkung zwischen Licht und Materie. Durch die Be-
obachtung von Licht lassen sich also immer auch Informationen iiber das jeweilige
Umfeld sammeln. Dies ist der Grund fiir die weite Verbreitung optischer Sensoren in
verschiedensten Anwendungen. Auch einzelne Zellen und die Molekiile in ihrem Inne-
ren beeinflussen das Licht um sie herum. Im Bereich der Biotechnologie konnen diese
Sensoren also helfen, die Prozesse innerhalb einer Zelle zu verstehen und sinnvoll zu
regeln. Diese Arbeit beschreibt die Entwicklung eines solchen Sensors und zeigt seine

Implementierung an verschiedenen Bioprozessen.
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2. Zielsetzung

Ziel der vorgelegten Dissertation ist die Entwicklung einer Einweg-Durchflussmesszelle
zur optischen Bioprozessiiberwachung. Diese soll sich durch eine einfache Handha-
bung auszeichnen und vielseitig einsetzbar sein. Daher wird ein vorsterilisiertes Pro-
dukt angestrebt, welches direkt durch den Nutzer in den jeweiligen Prozess integriert
werden kann. Als Schnittstelle dienen sterile Schlauchverbindungen. Damit soll so-
wohl die Uberwachung konventioneller batch-Prozesse als auch die Messung im Pro-
benstrom kontinuierlicher Prozesse ermdglicht werden. Als Einweg-Produkt bedient
die Messzelle jedoch vor allem den Bedarf an geeigneter Messtechnik fiir moderne
Single-Use-Bioreaktoren. Ebenfalls Teil der Entwicklung wird ein wiederverwendba-
rer Messzellenhalter sein. Dieser ibernimmt die optische Verbindung der Durchfluss-
messzelle zur Lichtquelle bzw. Detektoreinheit und sorgt damit fiir eine reproduzier-
bare Einkopplung von Licht in die Messkammer. Das Messprinzip beruht dabei auf der
UV/VIS-Spektroskopie und der Detektion von Streulicht in verschiedenen Winkeln.

Zur Umsetzung des beschriebenen Konzepts soll zundchst das Herstellungsverfahren
fiir die Messzelle etabliert werden. Von Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die
Auswahl biokompatibler Materialien, eine effiziente Sterilisierungsmethode sowie die
Einhaltung von Fertigungstoleranzen der kritischen Bauteile. Eine nachfolgende Cha-
rakterisierung und Validierung der Messmethode soll sicherstellen, dass das entwickel-
te System zur Quantifizierung ausgewahlter biogener Chromophore geeignet ist. An-
schlieRend soll das Sensorsystem an verschiedenen Upstream-Prozessen zur Uberwa-
chung des Zellwachstums erprobt werden. Der Fokus liegt dabei auf der Kultivierung
von CHO Zellen, da diese eine grofde Bedeutung im Bereich der biopharmazeutischen
Industrie besitzen. Die Vielseitigkeit des Sensors soll hier durch die Auswahl verschie-
dener Reaktortypen und Prozessstrategien gezeigt werden. Weiterhin soll der Sensor
auch fiir die Uberwachung von Downstream-Prozessen eingesetzt werden. Daher wer-
den einige Prozessschritte am Beispiel der Aufreinigung eines monoklonalen Antikor-
pers mit dem Sensorsystem tiberwacht. Die durchgefiihrten Messungen werden stetig
mit etablierten Messmethoden und Sensoren verglichen. Sie dienen als Referenz und

ermoOglichen somit eine abschlielende Beurteilung des Sensorsystems.



3. Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen der Bioprozessiiberwachung
und zugehoriger online Messtechnik beschrieben, die zum besseren Verstandnis dieser
Arbeit beitragen sollen. Nach einer allgemeinen Einfiihrung in den Entwicklungspro-
zess und die Etablierung neuer Bioprozesse, soll die Bedeutung der online Sensorik
am Beispiel einer modernen Methode zur Prozessvalidierung erldutert werden. In Hin-
blick auf das zu entwickelnde Sensorsystem werden im weiteren Verlauf die Grund-
lagen der UV/VIS-Spektroskopie und Lichtstreuung erldutert. Abschlie@end werden
die Erkenntnisse auf den Bereich der modernen Single-Use-Bioreaktoren iibertragen
und die Herausforderungen in der Entwicklung geeigneter Sensoren fiir diese Systeme

beschrieben.

3.1. Methoden der Bioprozessentwicklung

Biopharmazeutische Produkte bilden eine wichtige Sdule des heutigen Gesundheits-
systems. Zu dieser Gruppe gehoren verschiedene Naturstoffe, Proteine und andere
biogene Makromolekiile. Eine wirtschaftliche Produktion dieser Therapeutika ist ab-
héangig von der Verfiigbarkeit robuster und skalierbarer Bioprozesse. Die Methodik der
Entwicklung neuer Bioprozesse hat sich mit der Zeit von empirischen Herangehens-
weisen hin zu einem wissensbasierten Prozessverstandnis entwickelt [39]. Damit wur-
de auch der Bedarf an Daten und zugehoriger Messtechnik immer bedeutender. Die
folgenden Abschnitte geben daher einen Uberblick iiber die verschiedenen Methoden

der Bioprozessentwicklung.

3.1.1. Von Empirischen Herangehensweisen zum Real Time

Release

Produktions- und Aufreinigungsprozesse werden im Zuge der Bioprozessentwicklung
optimiert und etabliert. In unterschiedlichen Entwicklungsphasen werden Teilaufga-
ben wie Stammselektion, Medien/Feed-Entwicklung, Reaktordesign und Fiitterungs-
strategien bearbeitet. Dies geschieht traditionellerweise unter Verwendung von empi-

rischen Methoden, welche einen hohen experimentellen Aufwand erfordern. Zeit- und



KAPITEL 3. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Kostendruck in der Prozessentwicklung fiihrten in diesem Zusammenhang zur Ent-
wicklung von Hochdurchsatz-Screening-Verfahren. Durch die Kombination von Reak-
torminiaturisierung, Parallelisierung und Prozessautomatisierung lasst sich der Zeit-
aufwand fiir das Screening deutlich reduzieren. Zugleich wird eine Vielzahl unter-
schiedlicher Experimente moglich, die unter vergleichbaren Bedingungen simultan
durchgefiihrt werden kénnen. Die notige Anzahl an Versuchen kann durch den Einsatz
statistischer Versuchsplanung (DoE) weiter verringert werden. [38, 21, 20, 23]
Problematisch an diesen empirischen Herangehensweisen ist, dass biologische Zusam-
menhédnge zwischen Prozess und Produkt hdufig im Verborgenen bleiben. Der stei-
gende Optimierungsdruck, welcher insbesondere durch die stirkere Vermarktung von
Biosimilars entstanden ist, verlangt jedoch immer effizientere Herstellungsverfahren.
Dabher ist es von Vorteil, schon im Zuge des Screenings auf Geréite zu setzen, die hin-
sichtlich mechanischer und physikalischer Eigenschaften vergleichbar zu Bioreakto-
ren im ProduktionsmaRstab sind [29, 36, 8]. Sie ermoglichen es, Prozessparameter
wie Temperatur, pH-Wert und Gel6stsauerstoff (pO,) zu iberwachen und zu regeln.
Ebenso verfiigen sie hiufig {iber eine Prozessanalytik zur Echtzeit-Uberwachung von
Abgasen und Biomasse. Damit lassen sich schon in der Prozessentwicklung das Zell-
wachstum und die Produktbildungskinetik in gro3volumigen Bioreaktoren vorhersa-
gen (scale-up) [12, 24].

Die verfiigbaren Daten werden auch fiir ein besseres Prozessverstdndnis genutzt. Die-
ses ist notig zur Anwendung wissenschaftlich basierter Bioprozessentwicklung ,,Qua-
lity by Design“ (QbD) [4, 41]. Dahinter steckt der Anspruch, dass die Qualitit eines
Produktes nicht ausschliel3lich durch einen hohen Aufwand von Testverfahren und
Qualitatsicherungsmanahmen (QC) bestimmt wird, sondern wesentlich in der Pro-
zessentwicklung gestaltet wird [48, 1]. Dafiir miissen alle Aspekte des Herstellungs-
prozesses vollstandig verstanden und kontrolliert sein (mechanistisches Modell) [49].
Kernelement dieser Herangehensweise ist die kausale Verkniipfung von kritischen Pro-
zessparametern und gewiinschten bzw. unerwiinschten Qualitétsattributen eines Pro-
dukts. Diese Faktoren werden als critical process parameters (CPPs) und critical qua-
lity attributes (CQAs) bezeichnet. Weiterhin sind auch die Eigenschaften der Rohma-
terialien, die unter dem Begriff critical material attributes (CMAs) zusammengefasst
werden, von Bedeutung. Die statistische Versuchsplanung wird innerhalb des QbD ge-
nutzt, um potenzielle CPPs zu ermitteln, ihren Wertebereich einzugrenzen und den
Einfluss auf die CQAs zu bestimmen [40, 35]. Es wird ein sogenannter process design

space angelegt, welcher die Grenzen relevanter CPPs festlegt [40]. Bewegt sich der
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Prozess innerhalb dieses festgelegten Wertebereichs, kann die Einhaltung der Quali-
tatsstandards des Produkts (CQAs) gewdahrleistet werden.

Dartiber hinaus werden Konzepte zur Prozessvalidierung, wie das Real Time Release
Testing (RTRT), moglich. Real Time Release Testing vereinigt das tiefe Prozessver-
staindnis des QbD mit den Werkzeugen der PAT-Initiative [52]. Traditionelle QC-Tests
sind bei einer Echtzeit-Produktfreigabe nicht mehr erforderlich. Eine Voraussetzung
dafiir ist das kontinuierliche Uberwachen der CPPs mithilfe von vorher festgelegten
Kontrollen. Bei der Definition der nétigen Messungen hilft das zuvor erlangte Pro-
zessverstidndnis. Die Produktqualitit wird durch eine Reihe von CQAs definiert. Diese
miissen durch eine giiltige Kombination von gemessenen CMAs und CPPs kontrol-
liert und sichergestellt werden. Ein CQA wird wéihrend des Herstellungsprozesses zu
dem Zeitpunkt gemessen, an dem dieses CQA durch den Prozess erzeugt wird. Dies
geschieht meistens indirekt durch die Messung von CPPs, da die CQAs héufig nicht un-
mittelbar gemessen werden konnen. Damit unterscheidet sich das RTRT essenziell von
der konventionellen QC-Endproduktpriifung. Abweichungen im Produktionsprozess
konnen friih identifiziert und durch adaptive Prozessregelung ausgeglichen werden.
Damit wird das Risiko der Ablehnung ganzer Chargen deutlich reduziert [45]. Weiter-
hin bietet das RTRT viele Moglichkeiten zur Automatisierung [44]. Somit konnen die
Herstellungskosten bei gleichbleibend hohen Qualitadtsstandards gesenkt werden.

3.1.2. Bedeutung der online Sensorik fiir Real Time Release

Testing

Die kontinuierliche Uberwachung von kritischen Prozessparametern erfordert den Ein-
satz von geeigneten Sensorsystemen [28]. Sie sind damit ein zentraler Baustein in der
Etablierung von Strategien zur Echtzeitfreigabe von biopharmazeutischen Produkten.
Grundsatzlich konnen verschiedene Sensortypen verwendet werden, die sich in ihrer
Positionierung im Prozess und der Geschwindigkeit der Messung unterscheiden. Im
optimalen Fall findet die Messung direkt im Bioprozess (z. B. Bioreaktor) inline statt.
Dabei besteht direkter Kontakt zwischen Sensor und Kulturmedium bzw. Pufferlosung.
In einzelnen Féllen kann der Sensor in einem Bypass positioniert sein, um bestimmte
Storeffekte durch z. B. Begasung zu verhindern. Das Sensorsignal bildet hier den aktu-
ellen Zustand des Prozesses ab und liegt ohne Verzégerung direkt vor. Somit wird diese
Analyse haufig auch als online bezeichnet. Befindet sich der Sensor in der Ndhe aber

aulBerhalb der Prozesseinheit, spricht man von einer atline Messung. Die Probe wird
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meist {iber ein automatisiertes Probenentnahmesystem zum Sensor gefiihrt. Hierbei
kann es zu einer gewissen Verzogerung kommen, sodass hier je nach Messfrequenz
von einer quasi-online Messung gesprochen wird. Andere Messverfahren werden als
offline bezeichnet und weisen einen hoheren Zeitverzug auf, da die Probe in der Regel
manuell in einem externen Messgerét analysiert wird. Aufgrund der nétigen kontinu-
ierlichen Uberwachung von CPPs und CQAs, sind lediglich online-Sensoren relevant
fiir das RTRT. [5]

Innerhalb des Produktionsprozesses bestehen viele Faktoren, die die Qualitéat des End-
produkts beeinflussen konnen. Der Einsatz von Sensorsystemen kann daher bei ver-
schiedenen Prozessoperationen notig sein und wird im Zuge des QbD-Verfahrens durch
eine Risikoanalyse festgelegt [40]. Der Fokus liegt in der Regel auf dem Upstream-
Prozess und den verschiedenen Operationen des Downstream-Prozesses. Wobei letz-
terer, aufgrund der reduzierten Komplexitit der Proben, fiir online-Messungen besser
zuganglich ist. Des Weiteren werden die finale Formulierung und Abfiillung des End-
produkts kontrolliert. Aber auch eine Uberwachung der Rohmaterialien ist zunehmend
von Bedeutung [33]. Kleine Variationen in der Giite des Rohmaterials enden bei tra-
ditionellen Prozessstrategien als unerklarliche Variabilitdt in der Produktqualitét. Dies
kann zur Ablehnung ganzer Chargen fiihren. Das Festlegen eines process design space
ermoglicht im Gegensatz zu traditionellen Prozessstrategien eine gewisse Flexibilitét.
Im besten Fall gelingt es, durch adaptive Regelungssysteme, auf solche Schwankungen
zu reagieren und eine gleichbleibende Produktqualitdt zu gewéhrleisten.

Abhéngig von der verfiigbaren Sensortechnologie konnen verschiedene Strategien zur
Beurteilung der Erfiillung von CQAs verfolgt werden. Die besten Ergebnisse werden
durch direktes Messen des CQA wahrend des Herstellungsprozesses erzielt. Vorausset-
zung dafiir ist, dass die Messgrofde mit einem erhiltlichen Sensorsystem zugénglich
ist. Dies ist jedoch haufig nicht der Fall. Daher konnen mechanistische oder empirische
Modelle zur Vorhersage eingesetzt werden. Diese basieren dann auf den leichter zu-
ganglichen CPPs. Mechanistische Modelle bieten eine bessere Extrapolation bei unter-
schiedlichen Prozessbedingungen, erfordern allerdings ein hohes Prozessverstédndnis
[19]. Empirische Modelle sind datengetrieben und kénnen daher auch ohne ein voll-
standiges Prozessverstdndnis eine prazise Vorhersage von CQAs ermoglichen. Dabei
kommen héaufig multivariate Analyseverfahren, wie die principle component analy-
sis (PCA) oder die partial least square regression (PLS-Regression) zum Einsatz [43,
16, 9]. Ist eine Echtzeit-Vorhersage der CQAs nicht moglich, wird lediglich die Einhal-

tung des process design space iiberwacht. Die Echtzeit-Vorhersage der CQAs ermoglicht



KAPITEL 3. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

jedoch die Etablierung von Feedbackschleifen. Diese machen Gebrauch von den vor-
handenen online-Messungen oder Vorhersagen und konnen Qualitdtsschwankungen
durch Regeleingriffe minimieren. Daher sind sie fiir die Etablierung des Real Time

Release Testing zu bevorzugen. [25]

3.2. Spektroskopische Sensoren zur

Bioprozessiiberwachung

Optische Spektroskopie umfasst die Gesamtheit aller qualitativen und quantitativen
Methoden, die auf die Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit Ato-
men, Molekiilen, Fliissigkeiten oder Festkorpern zuriickzufiihren sind. Die Wechselwir-
kungen werden durch Sensoren mithilfe unterschiedlicher spektroskopischer Metho-
den in verschiedenen Wellenldngenbereichen erfasst. Optische Sensoren zur Biopro-
zessiiberwachung nutzen den Wellenldngenbereich von energiereicher Ultraviolett-
strahlung (UV) bis hin zur Mittelinfrarot-Spektroskopie (MIR) [5, 37]. Abbildung 3.1
zeigt die Spektralbereiche der hiufig verwendeten spektroskopischen Verfahren fiir
die Bioprozessanalytik. Die Verfahren lassen sich grob in die Kategorien Absorptions-,
Reflexions-, Streuungs-, und Lumineszenzspektroskopie einteilen [46]. Fiir Letztere
ist innerhalb der Bioprozesstechnik jedoch lediglich die Fluoreszenzspektroskopie re-

levant. Auch die anderen Kategorien lassen sich in verschiedene Untergruppen auftei-

10-400 nm 30 600 780 - 2500 nm 2500 - 25000 nm 25-1000 pm
A T A AA T
NAD(P)H, FAD/FMN, Glukose, Laktat, Ethanol,
Aminosauren: Pyruvat Biomasse, Methanol, Fruktose, Glycerol
Phenylalanin, (Fluoreszenz) Glucose, (MIR)
Tryptophan  — Acetat,
Tyrosin Laktat — ]
(Fluoreszenz) (NIR) Biomasse, Glukose, Ethanol,
- —1 Methanol, Glycerol, Glutamin,

NUklefOt'de' Biomasse Glutamat (Raman)

Proteine — (VIS)
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Abbildung 3.1.: Wellenléingenbereiche spektroskopischer Verfahren in der Bioprozessiiberwa-
chung mit zugehorigen Analyten
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len. Zu den Absorptionstechniken zdhlen die UV/VIS- und Infrarotspektroskopie. Ver-
fahren zur Triibungsmessung sowie die Raman-Spektroskopie nutzen Lichtstreuung
zur Analyse. Die genannten Methoden besitzen zahlreiche Eigenschaften, die sie fiir
eine Verwendung in der Bioprozessiiberwachung interessant machen. Die Sensoren
werden in der Regel iiber optische Lichtwellenleiter an den Bioprozess angeschlos-
sen. Die Messung erfolgt inline jedoch nicht invasiv. Das erleichtert die Sterilisierung
des Sensors. Dariiber hinaus liefern sie kontinuierlich, ohne Zeitverzug und Proben-
entnahme, Informationen aus dem Bioprozess. Da eine Vielzahl von Biomolekiilen
spektroskopisch aktiv ist, bieten optische Sensoren die Moglichkeit zur simultanen
Multiparameteranalytik [50]. Somit kann bereits ein einzelner Sensor Informationen
iber eine Vielzahl von Prozessvariablen liefern.

Je nach eingesetzter Messmethode stellen spektroskopische Sensoren unterschiedli-
che Anforderungen an den jeweiligen Messaufbau. So konnen die Interaktionen der
Probe mit dem eingestrahlten Licht in unterschiedlichen Winkeln im Bereich von 0°
bis 180° erfasst werden (Abbildung 3.2). Transmissionsmessungen, wie die Absorpti-
onsmessung, erfordern das ungehinderte Passieren eines Lichtstrahls durch die Probe.

Die Detektion findet also in der Regel an der gegeniiberliegenden Seite des einfallen-

Detektionswinkel

O O O \\
V. @) 5
©) o a \
LASER . 5 —
Anregung O 0) @) @)
0 (@)
(@)

Probe !

Abbildung 3.2.: Schema zur Wechselwirkung von Licht mit Partikeln in einer Probe. Dargestellt
sind verschiedene Detektionsarten abhingig vom Detektionswinkel.
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den Lichts statt. Reflexions-, Emissions-, und Streuungsmessungen konnen in einem
Winkel von bis zu 180° zum Anregungslicht detektiert werden. Bauartbedingt wer-
den jedoch auch kleinere Winkel verwendet. Hier sind vor allem die Fluoreszenz- und
Raman-Spektroskopie relevant. Eine besondere Stellung nehmen Messungen der Trii-
bung ein. Sie konnen grundsatzlich in jedem Winkel aufgenommen werden. Der tat-
sdchliche Messaufbau orientiert sich hier an den speziellen Anforderungen der jewei-
ligen Anwendung [5, 10]. In den folgenden Abschnitten wird néher auf die UV/VIS-

Spektroskopie und Streulichtmessungen eingegangen.

3.2.1. UV/VIS Spektroskopie

Die optische Spektroskopie im ultravioletten und sichtbaren Bereich des elektroma-
gnetischen Spektrums ist eine weit verbreitete Methode zur Analyse biologischer Pro-
ben [11]. Das Verfahren nutzt dazu den Wellenldngenbereich von 220 nm bis 800
nm [22]. Zumeist wird hier die Absorption bestimmter Molekiile (Chromophore) ge-
messen. Andere relevante Interaktionen mit dem eingestrahlten Licht werden durch
Streuung, Beugung, Brechung oder Reflexion verursacht. Die Absorption wird durch
lichtabsorbierende funktionelle Gruppen hervorgerufen. Dazu zédhlen vor allem konju-
gierte Doppelbindungen, aromatische Systeme oder Heteroatome mit freien Elektro-
nenpaaren [46]. Damit sind unter anderem Proteine und DNA mithilfe der UV/VIS-
Spektroskopie detektierbar, da diese aus aromatischen oder heterozyklischen Verbin-
dungen bestehen. Eine Ubersicht weiterer biogener Chromophore bietet die zuvor ge-
zeigte Abbildung 3.1.

Relevant zur Lichtabsorption sind die konjugierten m-Elektronensysteme und nicht-
bindende n-Elektronen. Sie werden bei Absorption von Licht einer bestimmten Wel-
lenldnge angeregt und in ein hoheres Energieniveau {iberfiihrt. Dies resultiert in einer
spezifischen Absorptionsbande im UV/VIS-Spektrum. Die Wellenldnge des Absorpti-
onsmaximums hangt von der Energiedifferenz zwischen Grundzustand und angereg-
tem Zustand ab. Man spricht hier im Fall des Grundzustands vom héchsten besetzten
Molekiilorbital (HOMO). Elektronen aus dem HOMO werden bei Lichtabsorption in
das niedrigste unbesetzte Molekiilorbital (LUMO) iiberfiihrt. Mit steigender Anzahl
an konjugierten Doppelbindungen in einem Molekiil sinkt die Energiedifferenz zwi-
schen HOMO und LUMO, was zu einer Verschiebung der ersten Absorptionsbande zu
hoheren Wellenldngen fiihrt [28]. Eine Quantifizierung der in Abbildung 3.1 aufge-
fiihrten Molekiile, kann durch die Anwendung des Lambert-Beer‘schen-Gesetzes rea-
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lisiert werden. Die zugehorigen Analysen beruhen auf Transmissionsmessungen. Diese
bestimmen das Verhéltnis der Intensitdt des Anregungslichts I, zum abgeschwachten

Licht I nach dem Passieren der zu untersuchenden Probe.

T=— (3.1)

I : Intensitét des austretenden Lichtstrahls

I, : Intensitét des einfallenden Lichtstrahls

Die Transmission nimmt bei zunehmender Analytkonzentration und durchstrahlter
Strecke exponentiell ab. Daher wird haufig das logarithmische Verhéltnis der Trans-
mission gebildet. Die resultierende Absorption A ist linear zur Konzentration des Ana-
lyten und erlaubt so eine schnelle optische Konzentrationsbestimmung. Unter Zuhil-
fenahme des molaren Extinktionskoeffizienten € eines Stoffes lasst sich auch die Ab-
sorption einer Probe mit bekannter Konzentration ¢ bei definierter Schichtdicke d be-

rechnen. Diese Beziehung wird durch das Lambert-Beer’sche Gesetz beschrieben.

A=log (II—°)=8*c*d:—log(T) (3.2)

¢ : molarer Extinktionskoeffizient
¢ : Konzentration des Analyten

d : Schichtdicke

Das Gesetz gilt nur unter Einhaltung bestimmter Bedingungen, die insbesondere bei
komplexen Proben wie Proteinlosungen oder Zellsuspensionen nicht immer erfiillt
sind. Die absorbierenden Molekiile miissen homogen verteilt sein, diirfen nicht streuen
und auch keine Wechselwirkungen untereinander zeigen. Dies ist speziell fiir Zellsus-
pensionen problematisch, da Zellen als Streulichtzentren fungieren. Ebenso kénnen
Streuung und Reflexion auch an der Probenoberfldche auftreten und die Intensitit des
eingestrahlten Lichts verringern. Die Extinktion E (auch: optische Dichte OD) schliel3t
neben der reinen Absorption auch die genannten Effekte wie Streuung, Beugung, Bre-
chung und Reflexion mit ein. Sie ist damit ein Mal fiir die allgemeine Abschwichung
von Licht nach Durchqueren eines Mediums und leitet sich von der Opazitdt, dem

Kehrwert der Transmission, ab.
I, 1
E=1 — =1 — 3.3
o8 ( I ) o8 (T) 53

10
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3.2.2. Lichtstreuung

Triibung in Fliissigkeiten wird durch kleine suspendierte Partikel verursacht, die einen
anderen Brechungsindex aufweisen als das umgebende Medium. Dieser Unterschied
fiihrt zur Reflexion und Streuung und damit zu einer Richtungsdnderung des einge-
strahlten Lichts. Sofern das eingestrahlte Licht bis zum Verlassen der Probe nur einmal
gestreut wurde, ist die Abschwédchung proportional zur Anzahl der Partikel. Um den
Einfluss der Absorption moglichst gering zu halten, liegen die fiir Triibungsmessun-
gen verwendeten Wellenldngen im nahen Infrarotbereich (NIR 700-1000 nm). Das
gestreute Licht besitzt dabei die gleiche Wellenldnge wie das eingestrahlte Licht. Dies
wird auch als elastische Streuung bezeichnet und unterscheidet sich somit von der
unelastischen Streuung, welche fiir die Raman-Spektroskopie relevant ist. [51]

Die Streuung ist abhéngig von der Form, Grofle und dem Material bzw. dem Bre-
chungsindex der Partikel. Dabei gilt je grofer der Unterschied zwischen den Bre-
chungsindizes, desto hoher ist die Intensitédt des Streulichts. Das Verhéltnis zwischen
Grofde und Wellenldnge hat wiederum Einfluss auf die Winkel- und Wellenlédngen-
abhéngigkeit des gestreuten Lichts. Unter Annahme der einmaligen Streuung an ei-
ner homogenen, dielektrischen Kugel konnen, je nach GroRe, bestimmte rdumliche
Verteilungen des Streulichts festgestellt werden (Abbildung 3.3). Fiir Partikel, deren
Durchmesser deutlich kleiner als die Wellenldnge ist, findet man eine symmetrische
Winkelintensitatsverteilung des gestreuten Lichts um ein Partikel herum (Reyleigh-
Streuung). Partikel mit einer Grofse im Bereich der Wellenldnge oder dartiber, fiih-
ren zu asymmetrischen oder komplexen Streulichtverteilungen. Sie konnen mithilfe
der Mie-Streuung beschrieben werden und zeigen eine verstarkt vorwaérts gerichtete
Streuung [32].

Auch biologische Zellen fungieren als Streuzentren. Mit ihrer Gré3e von bis zu 30 um
fiir Sdugetierzellen, 16sen auch sie asymmetrische Streulichtverteilungen aus. Durch
interne Strukturen (Zellorganellen) und unterschiedliche Formen oder Morphologi-
en wird dieser Effekt noch verstérkt [14, 30]. Dies wird beispielsweise in der Durch-
flusszytometrie zur Charakterisierung oder Sortierung von verschiedenen Zelltypen
genutzt [53]. Weiterhin konnen Streulichtmessungen auch zur Grof3enbestimmung
von Zellen oder Partikeln genutzt werden. Messungen der Zelldichte (optische Dich-
te) sind ebenfalls weit verbreitet. Viele Systeme nutzen einfache Transmissionsmes-
sungen zur Bestimmung der Triibung. Diese Methode ist, aufgrund der Uberlagerung

mehrerer Streulichtereignisse, nur fiir geringe Triibungen nutzbar. Ebenso bietet die
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Abbildung 3.3.: Schematische Darstellung zur winkelabhéingigen Intensitatsverteilung bei ver-
schiedenen Partikelgroflen. Symmetrische Reyleigh-Streuung bei kleinen Parti-
keln (links) und asymmetrische Streulichtverteilung fiir grof3ere Partikel oder Zellen
(rechts).

Streulichtmessung mit geringen Detektionswinkeln (11° - 30°) eine hohe Sensitivitéat
fiir geringe Triibungen. Jedoch ist das Signal fiir mittlere oder hohe Triibungen gesat-
tigt. Systeme zur Messung von hohen Triibungen nutzen daher oftmals die Messung
des Riickstreulichts [5].

3.3. Herausforderungen fiir Single-Use Systeme

Geriihrte Bioreaktoren aus Glas oder Edelstahl sind bis heute weit verbreitet fiir die
Entwicklung und Herstellung von Biopharmazeutika. Seit ihrer Einfithrung hat die
fortschreitende Bioreaktorentwicklung dafiir gesorgt, dass der Anwender heute zwi-
schen einer Vielzahl verschiedener Reaktorformen und Rithrwerkstypen wahlen kann.
Aulderdem sind relevante technische Daten wie Mischzeit, Sauerstofftransferrate und
Verweilzeitverteilung leicht zugénglich [27]. Aufgrund des internationalen Wettbe-
werbs in der pharmazeutischen Industrie und des wachsenden finanziellen Drucks
im Gesundheitswesen werden zunehmend Einweg-Bioreaktoren (SUB) eingesetzt [ 7].
Durch fortschreitende Entwicklung von grovolumigen Single-Use Bioreaktoren (SUB)
und einem wachsenden Portfolio an Equipment, finden Single-Use Systeme eine im-
mer breitere Anwendung in der biopharmazeutischen Industrie. Insbesondere bei hoch-
wertigen Produkten, wie monoklonalen Antikérpern (mAks) oder Impfstoffen, und
hédufig wechselnden Prozessen, haben SUBs aufgrund ihrer zahlreichen Vorteile ihre
Pendants aus Edelstahl ersetzt. Dazu zdhlen vor allem die kurzen Riistzeiten, durch das

Wegfallen von aufwéndigen Reinigungs- und Sterilisierungsarbeiten. Dariiber hinaus
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ist der Einsatz umweltschddlicher Reinigungsmittel nicht mehr noétig. Auch die Ener-
giekosten fallen aufgrund nicht notwendiger Reingungs- und Sterilisierungsverfahren
geringer aus.

Gleichzeitig stellt der Ubergang zu Einweg-Bioreaktorsystemen auch neue Anforde-
rungen an das Zubehor von Bioreaktoren. Im Hinblick auf die Prozessanalysetechnik
(PAT)-Initiative der US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) ist es
notwendig, verschiedene Prozessparameter zu iiberwachen, um die Qualitat der bio-
technologischen Produkte zu gewdahrleisten. Zudem wurde in Kapitel 3.1.2 die Be-
deutung von online-Sensorik fiir neue Freigabeverfahren wie das Real Time Release
Testing erldutert. Daher werden dringend Sensoren und geeignete Schnittstellen zur

online-Uberwachung in Einweg-Bioreaktorsystemen benétigt.

3.3.1. Single-Use Reaktorsysteme

Grundsatzlich konnen SUBs in verschiedene Bauarten eingeteilt werden, die sich haupt-
sdchlich an der Form und dem Material des Reaktors und der Art der Durchmischung
orientieren. Eine Ubersicht der verschiedenen Systeme gibt Abbildung 3.4. Alle ha-
ben gemein, dass der eigentliche Reaktor aus Kunststoff gefertigt ist und nach dem
einmaligen Gebrauch entsorgt werden muss.

Die erste Kategorie bilden die sogenannten Riihrkesselreaktoren (STR). Dabei kann
weiter zwischen Systemen mit flexiblen Beuteln oder festen Riihrkesseln unterschie-
den werden. Hinsichtlich ihrer Bauweise dhneln Letztere den klassischen Bioreakto-
ren aus Edelstahl oder Glas, werden jedoch aus Polycarbonat hergestellt. Verschiedene
Systeme von 10 mL bis 40 L Arbeitsvolumen sind erhltlich. Sowohl das BioBLU® (Ep-
pendorf) als auch das Ambr® 250 (Sartorius Stedim Biotech) sind modulare, stapel-
bare Systeme mit bis zu 32 oder mehr parallelen Kultivierungsgefden. Die Kultivie-
rungsgefile bieten Arbeitsvolumina von 10 bis 250 ml und eignen sich fiir Hochdurch-
satz-Screening-Experimente und Prozessentwicklungen, die DoE-Ansitze und QbD-
konforme Prozesse ermdglichen [3]. Die im Benchtop-Mal3stab konzipierten geriihr-
ten SUBs, darunter der UniVessel® SU (Sartorius Stedim Biotech), der Mobius® Cell-
Ready 3L Bioreaktor (Merck Millipore), der BioBLU® 1c und 3¢ (Eppendorf) und der
SmartVessel™ Bioreaktor (Finesse), kommen dem klassischen Design von wiederver-
wendbaren, geriihrten Zellkultur-Bioreaktoren sehr nah.

Die STR-Beutelreaktoren ermoglichen mit bis zu 4000 L Arbeitsvolumen deutlich gro-

RBere Prozesse. In der Regel bestehen sie aus flexiblen, mehrschichtigen Polyethylen-
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Abbildung 3.4.: Ubersicht erhiltlicher Single-Use Bioreaktorsysteme. Fester Riihrkesselreaktor
BioBLU® 1c von Eppendorf (A), Modulare parallelisierbare Riihrkesselreaktoren
Ambr® 250 von Sartorius Stedim Biotech (B), Flexibler Beutelreaktor mit internem
Riihrsystem BIOSTAT STR® von Sartorius Stedim Biotech (C), Wellendurchmischter
flexibler Beutelreaktor ReadyToProcess WAVE 20 von GE Healthcare (D), Orbital ge-
schiittelter Bioreaktor OrbShake von Kiihner (E).

folien und unterscheiden sich damit von den zuvor genannten Systemen aus Polycar-
bonat. Sie sind nicht freistehend, sondern benotigen Support-Container aus Edelstahl
oder Kunststoff, da die Materialien empfindlich gegeniiber dulseren Krafteinwirkun-
gen sind, die zu Undichtigkeiten fiihren konnen. Weiterhin ist es wichtig, dass sie ord-
nungsgemal installiert werden und perfekt in ihre Haltevorrichtung passen, um eine
optimale Performance zu erreichen, vor allem im Hinblick auf die Warmeiibertragung.
Der BIOSTAT STR® (Sartorius Stedim Biotech) kommt der klassischen Konfiguration
eines modernen wiederverwendbaren Bioreaktors so nah wie moéglich. Die Beutel sind
bis zu einem Arbeitsvolumen von 2000 L erhiltlich. Homogene Durchmischung im
Beutel wird durch ein integriertes Rithrsystem erreicht.

Eine weitere Gruppe nutzt die schon erwahnten flexiblen Beutel-Reaktoren in Kom-
bination mit schwenkbaren Schiittelplatten. Die Vermischung innerhalb des Beutels
erfolgt durch einen welleninduzierten Mischprozess, der durch die oszillierende Bewe-
gung der Schiittelplatte entsteht. Die verschiedenen wellengemischten Bioreaktoren
unterscheiden sich in ihrem Beuteldesign (Folienmaterial, Grof3e und Abmessungen),

den installierten Sensortypen und der Art der Plattformbewegung, die eindimensio-
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nal (1-D), zweidimensional (2-D), oder dreidimensional (3-D) sein kann [26]. Einem
dhnlichen Durchmischungsprinzip unterliegen die orbital geschiittelten Bioreaktoren.
Auch sie nutzen kein klassisches Riihrwerk, sondern eine Schiittelplatte, die sich in
diesem Fall kreisférmig bewegt. Damit erinnern sie an den Betrieb klassischer Schiit-
telkolben, bieten jedoch hinsichtlich der Uberwachung wichtiger Prozessparameter

und Regelungstechnik dhnliche Flexibilitdt wie traditionelle Bioreaktoren.

3.3.2. Schnittstellen und kommerziell erhiltliche Sensorsysteme

Einwegsensoren miissen kosteneffizient im Hinblick auf ihre Verwendung sein, wohin-
gegen eine gute Langzeitstabilitat oftmals nicht erforderlich ist [6]. Bisher verbreitete
Sensoren fiir Edelstahlreaktoren sind schon aufgrund ihres hohen Preises nicht fiir die
einmalige Anwendung in SUBs geeignet. Ein weiteres Problem sind die Schnittstellen
zum Anschluss der Sensoren an den Bioreaktor. Diese sind zwar fiir Edelstahlreak-
toren standardisiert, variieren aber insbesondere bei kleinen SUBs je nach Hersteller
[2]. Dieser Umstand erschwert den universellen Einsatz eines Sensors an verschiede-
nen SUBs.

Die meisten herkdémmlichen Sensorsysteme fiir die Online-Uberwachung basieren auf
einem invasiven Messprinzip. Dazu gehoren elektrochemische Sensoren wie pH-Elek-
troden und Sensoren zur Messung von Gelostsauerstoff (Clark-Elektrode). Im Gegen-
satz zu nichtinvasiven Sensoren miissen sie in direktem Kontakt mit dem Kulturmedi-
um stehen und werden in der Regel zusammen mit dem Bioreaktor vor Beginn des Pro-
zesses mit HeiSdampf sterilisiert. Einweg-Bioreaktoren werden jedoch vorsterilisiert
geliefert und kénnen vom Anwender nur mit zusatzlichem Aufwand nachtraglich mit
invasiven Sensoren bestiickt werden. Das gesamte System muss vom Hersteller zusam-
mengesetzt werden, bevor die endgiiltige Sterilisation erfolgt. Somit muss der Sensor
zusammen mit dem SUB gekauft werden. Dies ist nur fiir preiswerte Sensoren geeig-
net. Daher sollten komplexe Sensorsysteme neu konstruiert werden, um die Produk-
tionskosten zu senken. Ein Beispiel fiir diese Losung ist die single-use pH-Elektrode,
die vormontiert mit SUBs wie dem Ambr® 250 (Sartorius Stedim AG, Deutschland)
vertrieben wird. Invasive Sensoren miissen jedoch weiterhin die Reaktorwand durch-
dringen, um Daten tiber die fliissige oder feste (Zell-)Phase zu erfassen, und stellen
daher ein Kontaminationsrisiko dar.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, das kostenintensive Bauteil mit der gesamten

Elektronik vom montierten Sensorkopf zu trennen und die wiederwendbare Technik
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spater an den Einweg-Bioreaktor anzuschlieen. Dadurch muss nur der Teil des Sen-
sors entsorgt werden, welcher die Sterilbarriere durchbricht. Der Hauptteil des Sen-
sors kann anschlieend wiederverwendet werden. Diese Strategie verfolgen optische
Chemosensoren zur Messung des pH-Werts, des pO,-Anteils und von gelostem Kohlen-
stoffdioxid (pCO,). Der Sensorspot mit dem Indikatorfarbstoff befindet sich an der In-
nenseite des Bioreaktors. Die Messungen werden von auféen beriihrungslos durch das
transparente Behdltermaterial vorgenommen. Die PreSens Prescision Sensing GmbH
bietet verschiedene Sensorsysteme zur optischen Messung von pH, pO, und pCO, an.
Zugleich bietet eine Reihe von Herstellern ihre SUBs mit integrierten Sensorpatches
an, welche somit vorsterilisiert sind. Dariiber hinaus ermoglichen invasive Sensoren,
die auf der Radiofrequenz-Identifikations-Technologie (RFID) basieren, eine drahtlose
Ubertragung von Informationen durch das Kunststoffmaterial von SUBs iiber ein elek-
tromagnetisches Feld. Dadurch konnen sie die Vielseitigkeit invasiver Sensoren mit
den Vorteilen nichtinvasiver Sensorsysteme kombinieren.

Ebenso eréffnen SUBs auch neue Méglichkeiten fiir den Einsatz neuartiger Sensortech-
nologien fiir die Bioprozessiiberwachung [13]. Nichtinvasive Messgerate zur Impe-
danzmessung konnen in Zukunft bei SUBs ohne spezielle Schnittstelle eingesetzt wer-
den, da das Kunststoffmaterial fiir die Messwellenldngen durchléssig ist [42]. Selbst
wenn das Kunststoffmaterial fiir die erforderlichen Wellenldngen nicht vollstindig
durchléssig ist, gestaltet sich die entsprechende Schnittstelle sehr einfach. Bei opti-
schen Messungen mit UV-Licht besteht die Schnittstelle im Wesentlichen aus einer
Quarzglasplatte, durch die das Licht in den Bioreaktor eintritt oder ihn verldsst. Au-
Berdem ermoglicht die Sterilisation durch y-Bestrahlung die Anwendung von Biosen-
soren und anderen Technologien, die nicht thermostabil sind.

Letztlich konnen Sensorsysteme ohne erhéltliche Schnittstellentechnik {iber direkte
Schlauchverbindungen oder aseptische Kopplungssysteme installiert werden. Direktes
Verbinden von Schlduchen unter sterilen Bedingungen erfordert den Einsatz thermo-
plastischer Schlduche (C-Flex™, AdvantaFlex®, PharMed® oder Bioprene™). Voraus-
setzung zur Herstellung einer aseptischen Schwei3verbindung ist, dass die verwende-
ten Schlduche steril sind, die gleichen Abmessungen (Innendurchmesser und Aul3en-
durchmesser) haben und eine ausreichende Liange aufweisen. Um eine Kontaminati-
on zu verhindern, miissen die Enden beider Schlauche thermisch versiegelt oder mit
einem Stopfen oder einer Klemme verschlossen werden. Die Systeme zum Verschwei-
Ben von Schlduchen, wie der Sterile Tube Fuser (GE Healthcare) oder der BioWelder®

TC (Sartorius Stedim Biotech), nutzen eine vorgeheizte Klinge zum Durchtrennen
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der Schlauchverbindungen. Im Anschluss werden die Enden der Schldauche vertauscht
und erneut miteinander verschmolzen, sodass eine neue Verbindung geschlossen wird.
Aseptische Kopplungssysteme bendétigen hingegen kein weiteres Equipment. Der Be-
nutzer kann diese von Hand innerhalb kurzer Zeit miteinander verbinden. Die Systeme
bestehen aus zwei zusammengehorigen Adaptern aus Kunststoff, welche auf Schlau-
chenden montiert werden. Die aseptischen Teile auf der Anschlussseite werden mit
Kappen, Membranen, Kunststofffolien, Silikonmembranen oder abgedichteten Stop-
fen verschlossen. Nach dem Verbinden werden die Membranen, Folien oder Stopfen
entfernt, und beide Teile mechanisch gesichert. Aseptische Konnektoren sind sicher
und bieten den Vorteil, dass Verbindungen schnell und ohne weitere Ausriistung her-
gestellt werden konnen [17, 54]. Dariiber hinaus ist es moglich, Schlauche unter-

schiedlicher Grof3e miteinander zu verbinden.
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4. Aufbau und Konzept des

Sensorsystems

4.1. Gesamtkonzept

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines optischen Sensorsystems zur online-
Bioprozessiiberwachung. Kern des Systems ist eine Einweg-Multifunktionsmesszelle,
welche zusammen mit wiederverwendbarer Messtechnik eingesetzt werden soll. Diese
umfasst einen Messzellenhalter, an welchen weiteres Equipment modular angeschlos-
sen werden kann. Uber Lichtwellenleiter sind somit verschiedene Lichtquellen und De-
tektoren integrierbar. Das Messprinzip basiert auf der UV/VIS-Spektroskopie (Trans-
missionsmessungen), sowie Messungen von Streulicht in verschiedenen Winkeln. Das
Licht durchquert die Messzelle dabei durch eingesetzte Fenster aus Quarzglas. Das
Konzept ist auf den Einsatz an modernen Single-Use Bioreaktoren ausgelegt, wobei die
Installation der Messzelle im Bypass erfolgt. Dies vereint die Vorteile von Single-Use
Equipment mit der Moglichkeit den Sensor universell an verschiedensten Reaktorsys-
temen zu installieren. Bei der Anwendung im Upstream-Bereich soll der Sensor vor
allem der Uberwachung von Wachstumsprozessen (Biomasse) mittels Streulichts die-
nen. Dariiber hinaus eroffnet der Messaufbau auch die Messung kritischer Parameter
im Downstream-Bereich. Dazu zdhlen insbesondere die Messung von DNA- und Pro-
teinkonzentrationen mithilfe von Absorptionsmessungen. Auch hier wird zunehmend
Single-Use-Equipment eingesetzt, sodass die Messzelle sich ideal integrieren lasst. Das
Gesamtkonzept ist in Abbildung 4.1 schematisch festgehalten. Das dargestellte Sche-
ma zeigt die im Messzellenhalter fixierte Messzelle und die elementaren Bauteile des
Sensorkonzeptes. Die einzelnen Komponenten werden in den folgenden Abschnitten
detailliert beschrieben.
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Einweg—Messzelle Messzellenhalter
I_ Lichtquelle -I 1/I Detektor -I
Deuterium/ - Photodioden(array)

Halogen—-Lampe, CCD-Sensor

L u_ ] I L J
Bypass /T Fenster

Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung des Sensorkonzepts

4.2. Die Einweg-Multifunktionsmesszelle

Zentraler Bestandteil des entwickelten Sensorsystems ist die Einweg-Multifunktions-
messzelle. Sie besteht aus einem Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymer (ABS) und
wird im additiven Fertigungsverfahren (3D-Druck) hergestellt. Zur Einkopplung von
Licht werden Fenster aus Quarzglas eingesetzt und verklebt, die fiir den relevanten
Wellenldngenbereich durchlissig sind. Weiterhin besitzt die Messzelle zwei Schlauch-
anschliisse, mit denen das System in einen bestehenden Bypass oder einem Chromato-
graphiesystem integriert werden kann. Die Schlauchstiicke werden im Zuge des Her-
stellungsverfahrens installiert und zusammen mit der Messzelle durch Gammastrah-
lung sterilisiert. Das vorangehende Versiegeln der Schlauchenden ermoglicht eine ein-
fache Handhabung bei gleichzeitiger Gewahrleistung der Sterilitét.

Fiir einen gleichmél3igen Transport des Mediums durch den Bypass wird eine Pum-
pe genutzt. Grundsétzlich sind dabei verschiedene Bauarten der Pumpe moglich (z. B.
Peristaltik- oder Hubkolbenpumpe). Der Probenstrom verlauft durch die Messzelle und
verlasst diese wiederum vollstdndig. Durch die sterile Herstellung der Messzelle kann
der Probenstrom in den Bioreaktor zuriickgefiihrt werden (geschlossenes System).
Die Messung erfolgt daher ohne Probenentnahme also volumenverlustfrei. Dabei kon-
nen, abhidngig vom verwendeten Equipment, optische Messungen zum Absorptions-
und Streulichtverhalten vorgenommen werden. Je nach Messmethode werden unter-
schiedliche Anforderungen an die Architektur der Messkammer gestellt. Daher wurden
zwei verschiedene Ausfithrungen der Messkammer entwickelt, die in den folgenden
Abschnitten beschrieben werden.
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4.2.1. Absorptions-Messzelle

Die Absorption einer Probe wird bestimmt, indem die Abschwéachung eines Lichtstrahls
beim Durchqueren des Mediums gemessen wird. Die entwickelte Absorptionsmess-
zelle besitzt daher zwei gegeniiberliegende Fenster, durch die ein Lichtstrahl in die
Probe ein- und auch wieder austreten kann (Abbildung 4.2). Die Distanz zwischen
den Fenstern entspricht der Pfadlange der Messung. Die Absorptionsmesszelle kann
in verschiedenen Konfigurationen, die sich hinsichtlich ihrer Pfadldngen unterschei-
den, gefertigt werden. Um einen moglichst breiten Absorptionsbereich abdecken zu
konnen, sind Pfadlangen von 1,5 mm bis 20 mm méglich (alle verwendeten Pfad-
langen mit zugehorigem Volumen siehe Tabelle 12.1 in Abschnitt 12.1.1). Die Probe
wird mit einem Schlauch iiber den untenliegenden Zugang in die Messkammer gefiihrt
und verldsst diese nach oben. Im Querschnitt wird deutlich, wie die Breite des Fluss-
kanals zunimmt, bis sie der Pfadlange der Messzelle entspricht. Hinter der Messkam-
mer verjiingt sich der Kanal wieder auf das Ausgangsmaf3. Dadurch wird das Volumen
der Messzelle minimiert und die Flie3geschwindigkeit gegeniiber einer scharfkantigen

Messkammergeometrie erhoht. Die vertikale Orientierung des Durchflusskanals und

Abbildung 4.2.: Zeichnungen (links und Mitte) und Querschnitt (rechts) der Absorptionsmesszel-
le. Die eingesetzten Fenster sind in blau eingeférbt. Die gelbe Linie zeigt die optische
Achse an, durch welche der Lichtstrahl zur Absorptionsmessung verlauft.
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der geradlinige Verlauf ermoglichen es, dass Luftblasen die Messzelle ungehindert pas-
sieren konnen. Damit wird eine dauerhafte Stérung des Messsignals durch Luftblasen
verhindert.

Neben den Messzellen mit einfacher Pfadldnge wurde eine Mehrkanal-Absorptions-
messzelle entwickelt (Abbildung 4.3). Diese Konfiguration vereint mehrere Messkam-
mern mit unterschiedlichen Pfadlédngen in einer Flusszelle. Die Pfadldngen konnen
dabei beliebig miteinander kombiniert werden. Die Mehrkanal-Absorptionsmesszelle
ist damit fiir Messungen geeignet, die einen hohen Dynamikumfang erfordern. Des
Weiteren sind parallele Absorptionsmessungen mit unterschiedlichen Wellenldngen
moglich. Der Aufbau entspricht ansonsten dem zuvor beschriebenem Konzept. Gré3e-
re Pfadlangen ab 10 mm sind mit einer optimierten Messkammergeometrie ausgestat-
tet, um die Stromungsgeschwindigkeit zu erh6hen und das Volumen der Messkammer
gering zu halten. Die Messzelle wird dabei aufgrund der speziellen Kanalkonstruktion
s-formig durchlaufen. Dabei verlauft die Flussrichtung innerhalb der Messzone paral-
lel zur optischen Achse (Abbildung 4.4).

Abbildung 4.3.: Mehrkanal-Absorptionsmesszelle

Abbildung 4.4.: Querschnitt der Mehrkanal-Absorptionsmesszelle
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4.2.2. Streulicht-Messzelle

Die Messzelle zur Messung von Streulicht basiert auf der Konstruktion der Absorptions-
Flusszelle. Auch hier finden sich zwei gegeniiberliegende Fenster, durch die ein Licht-
strahl in die Messkammer eintreten und diese wieder verlassen kann (Abbildung 4.5).
Damit sind auch mit dieser Messzelle Transmissionsmessungen moglich. Der Abstand
zwischen den Scheiben betrédgt in diesem Fall 5 mm. Fiir die Detektion von Streu-
licht in verschiedenen Winkeln sind jedoch Anpassungen der Flusszellengeometrie
erforderlich. Die Offnungen der Fenster wurden vergrofert und sind oval geformt.
Dadurch lasst sich Streulicht mit einem minimalen Ablenkungswinkel von 20° detek-
tieren. Weiterhin ist auch Riickstreulicht im Winkel von 160° zugéanglich. Um Streulicht
im Winkel von 90° detektieren zu konnen, wurde ein weiteres Fenster erganzt. Dieses
befindet sich senkrecht zu den anderen Fenstern, seitlich an der Messkammer. Zusam-
menfassend ermoglicht die Messzelle zusitzlich zur Transmission auch die Messung
von Streulicht in drei verschiedenen Winkeln (20°, 90°, 160°).

Abbildung 4.5.: Zeichnung (links) und Querschnitt (rechts) der Streulicht-Messzelle
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4.3. Messzellenhalter und Messequipment

4.3.1. Absorptionsmodul

Das Sensorsystem setzt sich immer aus einer Messzelle und einem Messzellenhalter
zusammen. Fiir die Absorptionsmessungen konnen zusétzlich Lichtwellenleiter zum
Anschluss eines Spektrometers verwendet werden. Diese zentralen Komponenten sind
in Abbildung 4.6 dargestellt. Alle vorgestellten Messzellen werden fiir eine Messung in
den zugehorigen Messzellenhalter eingesetzt. Dieser stellt die Verbindung der Messzel-
le zur Lichtquelle und Detektoreinheit her. Als optische Schnittstelle dient eine faser-
optische Kopplung mit F-SMA-Steckern (SMA 905). Diese Losung bietet gro3tmogliche
Flexibilitat hinsichtlich des anzuschlief3enden Messequipments und ist Teil des modu-
laren Sensorkonzepts. Es konnen somit eine Vielzahl an verschiedenen faseroptischen
Spektrometern, Lichtquellen und Detektoreinheiten zur Messung verwendet werden.
Aullerdem konnen die empfindlichen, grof3en oder thermisch problematischen Kom-
ponenten (LEDs, Photodioden, Kiihlelemente, Elektronik etc.) in einiger Entfernung
zum Messort platziert werden, wodurch unerwiinschte Wechselwirkungen deutlich
einfacher zu beherrschen sind. Eine Freistrahloptik fiihrt das Licht im weiteren Verlauf
von und zur Messzelle (Abbildung 4.7). Dabei erzeugen Kollimatoren einen parallelen
Strahlengang.

4

Abbildung 4.6.: Komponenten des Absorptionsmoduls. Zu sehen sind drei Absorptionsmesszellen
mit versiegelten Schlauchstiicken, der Messzellenhalter sowie Lichtwellenleiter.
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Abbildung 4.7.: Messzellenhalter der Einzelpfadlingen-Messzelle. Fertiger Aufbau des Absorp-
tionsmodul mit Spektrometer und Einzelpfadlangen-Messzelle (links). Querschnitt
durch den Absorptions-Messzellenhalter bei eingesetzter Messzelle (rechts). In Gelb
eingezeichnet wurde die optische Achse, welche den Strahlengang représentiert.

Der Messzellenhalter garantiert dariiber hinaus eine exakte Positionierung und mecha-
nische Fixierung der Messzelle und sorgt damit fiir eine reproduzierbare Einkopplung
von Licht in die Messzelle. Ein mit Schrauben befestigter Deckel verhindert das Ein-
dringen von Fremdlicht, sodass die Messung nicht beeintrachtigt wird.

Fiir Absorptionsmessungen stehen zwei Messaufbauten zur Verfiigung. Messungen mit
einzelnen Pfadlingen werden mit einem faseroptischen Spektrometer (TIDAS S520,
J & M Analytics) mit integrierter Lichtquelle durchgefiihrt (Abbildung 4.7). Licht wird
iiber einen Lichtleiter zur Messzelle gefiihrt, durchquert anschliel3end die Probe und
gelangt iiber einen zweiten Lichtleiter zum Detektor (Photodiodenarray). Das Gerat ist
geeignet fiir Messungen im Bereich von 180-950 nm und deckt somit den relevanten
UV/VIS bzw. NIR Bereich ab.

Der andere Messaufbau nutzt Leuchtdioden (LEDs) und Photodioden zur Messung der
Absorption. Licht gelangt von der Kontrolleinheit {iber Lichtleiter zum Messzellenhal-
ter und in die Messzelle. Die Photodioden sind direkt in den Messzellenhalter inte-
griert. Dieser Aufbau wird zusammen mit der Multipfadlangen-Messzelle verwendet
(Abbildung 4.8). Als Lichtquelle dient eine Multi-LED-Einheit mit monochromatischen
LEDs fiir die Wellenldngen 260 nm, 280 nm, 340 nm und 450 nm. Im Gegensatz zum
anderen Aufbau wird demnach kein Absorptionsspektrum aufgezeichnet. Es werden

lediglich die Absorptionswerte bei den genannten Wellenldngen ermittelt.
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Lichtwellenleiter fur LEDs

Integrierte Photodioden

Abbildung 4.8.: Messzellenhalter der Multipfadldngen-Messzelle. Multipfadldngen-Messzelle mit
zugehoriger Messtechnik (links). Jede der vier ausgewahlten Wellenldngen wird durch
einen einzelnen Lichtwellenleiter gefiihrt. Querschnitt des Messzellenhalters mit ein-
gesetzter Multipfadldngen-Messzelle (rechts).

4.3.2. Streulichtmodul

Fiir Streulichtmessungen im NIR-Bereich steht ein eigener Messzellenhalter zur Ver-
fiigung (Abbildung 4.9). Dieser nutzt eine Laserdiode mit 850 nm als Lichtquelle. Ein
Teil des Lichts gelangt iiber einen Strahlteiler zu einer Referenzdiode. Damit kann ei-
ne konstante Lichtintensitit eingestellt werden. Die Detektion des Streulichts erfolgt
mithilfe von Photodioden. Sowohl die Lichtquelle als auch die Photodioden sind in
diesem Fall in den Messzellenhalter integriert und arbeiten iiber eine Freistrahloptik
ohne den Einsatz von Lichtwellenleitern. Fiir jeden Detektionswinkel wird eine ein-
zelne Photodiode benutzt, sodass insgesamt vier Photodioden in den Halter integriert
wurden. Ein externes Modul iibernimmt die Steuerung der Messung und tibermittelt

die Daten an einen Computer.

4.3.3. Anbindung an verschiedene Prozesssysteme

Die Messzellen werden im Bypass eingesetzt und sind dafiir beidseitig mit versiegelten
Schlauchstiicken ausgestattet. Diese werden bereits im Herstellungsprozess installiert
und zusammen mit der Messzelle sterilisiert. Je nach Anforderungsprofil der jewei-
ligen Anwendung konnen verschiedene Schlduche mit verschiedenen Abmessungen
verwendet werden. Schlduche mit Innendurchmessern von 4,8 mm koénnen direkt auf

die Messzelle geschoben werden und mit Kabelbindern gesichert werden. Dazu wird
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Abbildung 4.9.: Messzellenhalter der Streulicht-Messzelle. Messequipment des Streulichtmoduls in-
klusive Messzellenhalter und eingesetzter Streulicht-Messzelle (links). Querschnitt
durch den Streulicht-Messzellenhalter (rechts). Zu sehen ist die integrierte Messtech-
nik mit Laserdiode (LD), der Referenzdiode (Ref.) und den vier Photodioden zur De-
tektion von Transmission und Streulicht in vier Winkeln.

g«

Abbildung 4.10.: Installation von verschiedenen Schlduchen an die Messzelle. Messzelle mit inte-
grierter Schlaucholive zum direkten Anschluss von Schlduchen (links). Verschiedene
Adapter zum Anschluss von Schlduchen mit kleineren Abmessungen (rechts).

eine passende Schlauchtiille zusammen mit der Messzelle im 3D-Druck-Verfahren ge-
fertigt (Abbildung 4.10 links). Fiir andere Schlauchdurchmesser steht eine breite Aus-
wahl von kommerziell erhéltlichen Adaptern zur Verfiigung (Abbildung 4.10 rechts).
Die Adapter werden iiber ein genormtes Gewinde (Kennung: 1/4“ — 28 UNF) mit der
Messzelle verbunden. Das Gewinde wird im Zuge der Nachbearbeitung durch einen
Gewindeschneider in die Messzelle eingearbeitet.
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Die Anbindung der vorsterilisierten Messzelle zum Bioreaktor wird mithilfe von asep-
tischen Schweiverbindungen hergestellt (Abbildung 4.11). Die wahrend des Herstel-
lungsprozesses installierten Schlduche werden unter sterilen Bedingungen mit dem
bestehenden Bypasssystem verbunden. Dazu wird der BioWelder® TC (Sartorius Ste-
dim Biotech) genutzt. Dieses Vorgehen erfordert keinen Einsatz von Sterilbdnken und

kann somit flexibel direkt am Prozess durchgefiihrt werden.

»

\ |

Abbildung 4.11.: Exemplarische Integration der Messzelle in ein Bypasssystem durch steriles Ver-
schweilfen von thermoplastischen Schlduchen. Vorsterilisierte Messzelle mit ver-
siegelten Schlauchstiicken (links). Messzelle und Bypass werden in den BioWelder®
TC eingesetzt (Mitte). Fertiger Bypass mit integrierter Messzelle (rechts).

4.3.4. Zusammenfassung

Es wurden zwei verschiedene Messzellenkonzepte zur Messung der Absorption be-
schrieben. Beide nutzen gegeniiberliegende Fenster zur optischen Messung und wer-
den mit Probenfliissigkeit durchstromt. Sie unterscheiden sich in der Anzahl der gleich-
zeitig zur Verfiigung stehenden Pfadldngen. Wahrend die Einzelpfadlangen-Messzelle
eine Pfadldnge zur Messung der Absorption besitzt und in verschiedenen Grofden ge-
fertigt werden kann, kombiniert die Mehrkanal-Absorptionsmesszelle mehrere Pfad-
langen miteinander. Fiir beide Messzellenkonzepte zur Messung von Absorption wur-
den zugehorige Messzellenhalter konstruiert, welche zur Fixierung der Messzellen
und der Einkopplung von Licht in die Messzelle dienen. Der Messzellenhalter der
Einzelpfadldngen-Messzelle wurde mit F-SMA-Steckern ausgestattet und ermoglicht
somit den flexiblen Anschluss von unterschiedlicher Messtechnik. Fiir die Mehrkanal-

Absorptionsmesszelle wurde eine Messtechnik entwickelt, die auf monochromatischen
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LEDs und Photodioden basiert und zum Teil in den Messzellenhalter integriert wurde.
Dariiber hinaus wurde eine Messzelle zur Messung von Streulicht in verschiedenen
Winkeln konstruiert. Die Anordnung der Fenster ermdéglicht dabei eine Detektion in
Transmissionsrichtung und zuséatzlich in den Winkeln von 20°, 90° und 160°. Eine
Laserdiode dient hier als Lichtquelle und emittiert Licht mit einer Wellenldnge von
850 nm. Zur Detektion des Streulichts werden Photodioden eingesetzt, welche in den
Messzellenhalter integriert wurden.

Zum Anschluss von Schlduchen an eine Messzelle kann eine Schlauchtiille direkt im
Herstellungsprozess an die Messzelle angebracht werden. Zudem stehen verschiede-
ne Adapter zur Verfiigung, die den Anschluss anderer Schlauchdurchmesser ermog-
lichen. Die angebrachten Schlduche werden zusammen mit der Messzelle sterilisiert
und konnen mittels aseptischer Schweildverbindungen in ein bestehendes Bypasssys-

tem integriert werden.
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5. Entwicklung erster Prototypen

Die Anwendung des Sensorsystems zur Bioprozessiiberwachung stellt einige Anfor-
derungen an die Bauteile, welche mit dem Prozessmedium in Kontakt stehen. Zum
einen muss die Sterilitat {iber den Prozesszeitraum gewahrleistet sein. Dartiiber hin-
aus soll das Wachstum der Zellen nicht durch eventuell enthaltene Extractables und
Leachables beeintrachtigt werden. Damit werden Substanzen zusammengefasst, die
sich unter bestimmten Bedingungen aus einem Material herauslosen kénnen. Auch ein
scherstressarmer Fliissigkeitstransport durch die Messzelle ist erforderlich. Diese An-
forderungen wurden bereits wahrend der Entwicklung der ersten Prototypen beriick-
sichtigt. Daher wurden verschiedene Sterilisationsmethoden evaluiert und in einem
weiteren Schritt die Biokompatibilitit der sterilisierten Materialien iiberpriift. Anhand
der ermittelten Ergebnisse soll anschliel3end ein geeignetes Material zur Herstellung
der Messzelle ausgewéhlt werden. Auch das Fenstermaterial muss fiir die Messung ge-
eignet sein. Neben der Biokompatibilitét sind hier vor allem die optischen Eigenschaf-
ten von Bedeutung. Die folgenden Abschnitte beschreiben den Entwicklungsprozess
der ersten funktionellen Messzellen hinsichtlich Materialauswahl und Fluiddynamik

innerhalb der Messkammer.

5.1. Sterilitat und Biokompatibilitat

Da die Messzelle wahrend der Bioprozessiiberwachung in direktem Kontakt zum Kul-
turmedium und den Zellen steht, miissen bestimmte Voraussetzungen erfiillt sein, um
den Prozess nicht negativ zu beeinflussen. Ein kritischer Faktor ist die Sterilitat der
Messzelle. Die Auswahl einer geeigneten Sterilisationsmethode hadngt von der Bau-
form und dem gewéhlten Material ab. Die Messzelle soll per 3D-Druck durch Fu-
sed Filament Fabrication (FFF) hergestellt werden. Die dazu verwendeten Kunststoffe
werden als Thermoplaste bezeichnet und sind schmelzfahig. Verfahren wie die Heil3-
dampfsterilisation, die hohe Temperaturen zur Sterilisation nutzen, sind daher un-
geeignet. Eine Sterilisierung der innenliegenden Messkammer durch Bestrahlung mit
UV-Licht ist aufgrund der Lichtundurchldssigkeit der verwendeten Kunststoffe nicht
praktikabel. Daher wurden fiir dieses Projekt nasschemische Verfahren und die Be-
strahlung mit Gammastrahlung auf ihre Eignung zur Sterilisation der Messzelle iiber-

priift. Dabei zeigte sich, dass lediglich die Sterilisation mit Hypochlorit (5 %, pH 6,5)

29



KAPITEL 5. ENTWICKLUNG ERSTER PROTOTYPEN

und die Bestrahlung mit Gammastrahlung (>25 kGy) zu durchweg sterilen Testob-
jekten fiihrten (Tabelle A.1 Anhang). Da die chemische Sterilisation fiir vorgefertig-
te Produkte weniger Akzeptanz findet, werden die im weiteren Verlauf verwendeten
Messzellen mithilfe von Gammastrahlung sterilisiert.

Nach Festlegung einer geeigneten Sterilisationsmethode, wird die Biokompatibilitat
verschiedener 3D-Druck Materialien untersucht. Dazu wird ein Verfahren zur Beur-
teilung der in vitro Zytotoxizitat von Medizinprodukten (gemaf3 ISO 10993-5:2009)
herangezogen. Mithilfe von 3D-gedruckten Testobjekten mit einem definierten Ober-
fliche / Volumen-Verhéltnis wird der Einfluss dieser Materialien auf das Wachstum von
Mesenchymalen Stammzellen (MSCs) untersucht. Dazu werden Extraktionsmedien,
durch Inkubation der Testmaterialien im Zellkulturmedium, hergestellt. Dieses Verfah-
ren untersucht die Materialien demnach auf das Vorkommen von Extractables und Le-
achables. Zu den getesteten Materialien zdhlen Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymer
(ABS), Polyamid (PA) sowie Polymethylmethacrylat (PMMA). Dariiber hinaus sind zer-
tifizierte Referenzmaterialien Teil der Testmethode. Im Fall der Positivkontrolle wird
ein Polyurethanfilm mit 0,25 % Zinkdibutyldithiocarbamat (ZDBC) verwendet. Damit
soll eine korrekte Reaktion des Priifsystems bei Vorliegen eines zytotoxischen Mate-
rials tiberpriift werden. Als Negativkontrolle dient high-density-Polyethylen (HDPE),
welches als biokompatibel klassifiziert ist. Die Beurteilung erfolgt nach Durchfiihrung
eines Zellviabilitits-Tests (CellTiter Blue® Assay), welcher die Stoffwechselaktivitit
der untersuchten Zellen bestimmt. Der Test beruht auf der Fahigkeit lebender Zel-
len einen Farbstoff (Resazurin) zu einem fluoreszierenden Endprodukt umzuwandeln.
Durch Messung der Fluoreszenzintensitét lasst sich auf die Viabilitat der Zellen riick-
schliel3en.

Die Ergebnisse des Zellviabilitits-Tests sind in Abbildung 5.1 zusammengefasst. Alle
drei Testmaterialien weisen keinen signifikanten Unterschied in der Stoffwechselakti-
vitdt im Vergleich zur Blindprobe (Medium ohne Priifkorper) auf. Zellen, die mit ABS-
haltigen Extraktionsmedien kultiviert wurden, zeigen eine Zellviabilitdt von knapp
100 %. Extraktionsmedien, die mit PA oder PMMA inkubiert wurden, fithren zu ei-
ner geringfiigig hoheren Stoffwechselaktivitit der MSCs. Die Gesamtvarianz der Da-
ten lasst jedoch keine Aussage zu diesen geringfiigigen Unterschieden zu. Sie konnen
durch unterschiedliche Zellzahlen der verschiedenen Ansétze bedingt sein.

Weiterhin konnte kein signifikanter Unterschied in der Viabilitiat zwischen den Test-
materialien und der Negativkontrolle beobachtet werden. Dies unterstiitzt die Annah-

me, dass alle drei getesteten Materialien als in vitro biokompatibel eingestuft werden
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Abbildung 5.1.: Ergebnisse des CellTiter-Blue®-Zellviabilititstests zur Analyse der Stoffwechsel-
kapazitit (dargestellt als Viabilitédt in % zum Blindwert) von MSCs (AD37A). Es
wurden drei verschiedene Extraktionsmedien mit unterschiedlichen 3D-druckbaren
Materialien (ABS, PA, PMMA) getestet. Zusatzlich wurden Extraktionsmedien mit zer-
tifizierten Referenzmaterialien (Positiv- und Negativkontrolle) untersucht. Die Daten
basieren auf zwei unabhéngigen Experimenten mit jeweils neun Replikaten fiir jedes
Material.

konnen. Im Gegensatz dazu zeigt die Positivkontrolle eine signifikante Abnahme der
Viabilitat. Die Daten deuten darauf hin, dass unter dem Einfluss des zytotoxischen
Referenzmaterials keine signifikante Stoffwechselaktivitdt messbar ist. Dies zeigt die
Eignung des Testsystems, ordnungsgema( auf das Vorhandensein zytotoxischer Ma-
terialien zu reagieren. Mikroskopieaufnahmen zur Beurteilung der morphologischen
Verdanderungen der Zellen durch die Extraktionsmedien, finden sich im Anhang (Ab-
bildung A.1).

Unter Beriicksichtigung weiterer technisch-mechanischer Materialeigenschaften, wur-
de ABS als Material fiir die Fertigung der Messzelle ausgewahlt. So bietet das Material
gute Voraussetzungen fiir eine mechanische Nachbearbeitung (z. B. Gewindeschnei-
den) und ist damit auch fiir die Herstellung des Messzellenhalters geeignet. Zudem
ist ABS einfach sterilisierbar, biokompatibel und im Bereich additiver Fertigungsme-
thoden weit verbreitet. Die schwarze Farbung schirmt Fremdlicht zuverléssig von der
Messkammer ab und sorgt damit fiir eine storungsfreie Messung. Auch das Material

fiir die eingesetzten Fenster zdhlt zu den kritischen Bauteilen. Der folgende Abschnitt
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beschreibt daher die Anforderungen des Fenstermaterials, anhand welcher die Ent-

scheidung fiir das Fenstermaterial getroffen wurde.

5.2. Evaluierung des Fenstermaterials

Optische Messungen sind stark von den Eigenschaften der verwendeten optischen Ma-
terialien abhéngig. Insbesondere fiir Messungen im UV-Bereich ist die Wahl geeigne-
ter Materialien entscheidend, da viele Materialien eine hohe Absorption in diesem
Spektralbereich zeigen. Weiterhin konnte in einer Voruntersuchung festgestellt wer-
den, dass das zu verwendende Zellkulturmedium bereits eine hohe Eigenabsorption
im UV-Bereich aufweist (Abbildung A.2 Anhang). Niedrige Pfadldngen kénnen diesem
Effekt entgegenwirken und die Transmission im UV-Bereich verbessern. Es ist daher
essenziell, dass das Sensorsystem auf eine hohe Transmission in diesem Bereich hin
optimiert wird. Fiir den Messzellenhalter sind hier die Kollimatoren relevant, die auf
eine hohe UV-Durchléssigkeit hin ausgewahlt wurden.

Ebenso sollen die Fenster der Einweg-Messzelle dahingehend evaluiert werden. Hin-
sichtlich niedriger Herstellungskosten wurden zunéchst Kunststofffenster aus einem
Cycloolefin-Copolymer (COC) ausgewdahlt, welches auch in Einweg-UV-Kiivetten Ver-
wendung findet und eine ausreichende UV-Durchléssigkeit besitzt. Die optischen FEi-
genschaften des COC-Fensters verdndern sich jedoch nach der Bestrahlung mit Gam-
mastrahlung. Dies resultiert in einer stark verminderten Transmission im UV-Bereich
(Abbildung 5.2). Die verminderte Transmission kann ab einer Wellenldnge von 450 nm
beobachtet werden. Unterhalb von 270 nm findet nach Gamma-Bestrahlung keine
messbare Transmission mehr statt. Aufgrund der notwendigen Sterilisierung der Mess-
zelle durch Gammastrahlung, ist COC kein geeignetes Fenstermaterial. Im weiteren
Verlauf werden daher Messzellen mit Fenstern aus Quarzglas eingesetzt. Dieses besitzt
optimale Transmissionseigenschaften und ist inert gegeniiber Bestrahlung mit Gam-
mastrahlung. Die Verwendung von Quarzglas ermoglicht eine durchgehende Trans-
mission von etwa 90 %. Als Referenz dient hier ein Messzellenhalter ohne eingesetzte
Messzelle. Damit konnte die Transmission insbesondere im Bereich des UV-Spektrums
deutlich verbessert werden. Im VIS-Bereich ist die Differenz zur Transmission der COC-

Fenster nur leicht erhoht.
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Abbildung 5.2.: Transmissionsspektren verschiedener Fenstermaterialien.

5.3. Untersuchung des Verweilzeitverhaltens

Nachdem die geeigneten Materialien zur Fertigung der Messkammer evaluiert wur-
den, konnte nun ein erstes Funktionsmuster hergestellt werden. Dieses soll nun hin-
sichtlich notwendiger Optimierungen untersucht werden. Die Fluiddynamik innerhalb
der Messzelle ist ein kritischer Faktor fiir einen préazisen Messvorgang. Daher soll in
diesem Abschnitt das Verweilzeitverhalten innerhalb der Messkammer untersucht wer-
den. Aus der Analyse des Verweilzeitverhaltens konnen spater wichtige Parameter fiir
den Betrieb der Messzelle, wie zum Beispiel die optimale Flussrate, abgeleitet werden.
Fiir eine valide Messung muss der Volumenabschnitt innerhalb der Messkammer zu je-
dem Zeitpunkt reprdsentativ fiir den Reaktorinhalt sein. Daher ist es notwendig, dass
die eintretenden Volumenabschnitte die Messkammer in einem bestimmten Zeitab-
schnitt wieder verlassen. Die Zeitdauer ist abhédngig von der Fluiddynamik, wobei in
diesem Fall der Volumenstrom v eine wichtige Variable darstellt. Andere Faktoren, wie
der charakteristische Lange d sowie die kinematische Viskositdt v des Fluids werden
in diesem Versuch konstant gehalten. Mit den genannten Parametern lasst sich die
Reynolds-Zahl berechnen (Formel 5.1).
vd

Re = — (5.1)
v
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Dies ist eine Kennzahl, welche das Verhaltnis zwischen Tragheits- und Zahigkeitskraf-
ten beschreibt. Demnach ist der Wert ein Anhaltspunkt fiir den vorliegenden Stro6-
mungstyp. Zu unterscheiden sind hier laminare und turbulente Stromungen. Fiir klei-
ne Reynolds-Zahlen kann von laminarer Stromung ausgegangen werden. Ab einer kri-
tischen Grolde der Reynolds-Zahl wird die bis dahin laminare Stromung anfillig ge-
geniiber kleinsten Storungen. Es ist dann mit einem Umschlag in eine turbulente Str6-
mung zu rechnen. Diese beiden Grenzfélle treten nur selten in realen Anwendungen
auf. In diesem Fall sind beispielsweise die Messkammergeometrie, die Oberflachen-
beschaffenheit des 3D-Druck Materials, sowie die Pulsation der Pumpe unbekannte
EinflussgroRen. Eine Berechnung der Reynoldszahl ist daher oftmals nur fiir einfache
Geometrien (Rohre, Schldauche) sinnvoll und wird hier nicht weiter verfolgt.

Um die Messzelle hinsichtlich ihrer Fluiddynamik zu charakterisieren, wurden Ver-
weilzeitspektren aufgenommen. Der dazu verwendete Aufbau kann in Abbildung 12.1
(Methoden) eingesehen werden. Es wurden 20 ul einer konzentrierten BSA-Losung
(20 g*1I"Y) als Tracer in den Probenstrom injiziert und die Absorption bei 280 nm
iiber die Zeit aufgenommen. Damit lasst sich die Zeitdauer feststellen, bis der Tra-
cer aus dem System ausgewaschen wurde. Die in Abbildung 5.3 dargestellten Ver-
weilzeitspektren zeigen eine deutliche Abhéngigkeit zur Pfadlange der verwendeten
Messzelle und zum eingestellten Volumenstrom. Die Abhdngigkeit der Pfadldnge lasst
sich tiber die unterschiedlichen Messkammervolumina erkldaren. Messzellen mit gro-
Reren Pfadlangen besitzen groldere Volumina. Daher halten sich Molekiile des Tracers
langer innerhalb der Messkammer auf. Dariiber hinaus kann das Auftreten von Totzo-

nen den Austrag des Tracers stark verzogern. Innerhalb von Totzonen findet lediglich
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Abbildung 5.3.: Verweilzeitspektren von Messzellen mit verschiedenen Pfadlingen bei unter-
schiedlichen Flussraten. 2 mm Pfadldnge (A). 20 mm Pfadlédnge (B). Vergleich ver-
schiedener Pfadldngen bei gleicher Flussrate 5 ml*min~! (C)
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eine geringe Durchmischung statt. Ein dort eingetragenes Tracermolekiil kann folg-
lich fiir langere Zeit innerhalb der Messkammer verweilen, bis es herausgewaschen
wird. Dieser Effekt tritt umso starker auf, je niedriger die eingestellte Flussrate ist. Die
Verweilzeitspektren der Messzelle mit 20 mm Pfadlange zeigen diese Abhingigkeit
deutlich (Abbildung 5.3 B). So sinkt die Absorption im beobachteten Zeitraum ledig-
lich bei einer Flussrate von 10 ml*min~! wieder auf das Ausgangsniveau ab. Geringere
Flussraten fiihren zu einer deutlich langsameren Auswaschung des Tracers. Fiir eine
Pfadlange von 2 mm reichen hingegen schon geringe Flussraten aus, um den Tracer
im Beobachtungszeitraum auszuwaschen (Abbildung 5.3 A). Dennoch zeigt sich auch
hier eine Abhingigkeit zur eingestellten Flussrate. Abbildung 5.3 C zeigt die Verweil-

L. Hier wird

zeitspektren verschiedener Messzellen bei einer Flussrate von 5 ml*min~
deutlich, dass besonders fiir Pfadldngen ab 10 mm eine untere Grenze fiir die ver-
wendete Flussrate festgelegt werden muss, um einen kompletten Austrag des Tracers
aus der Messzelle zu gewahrleisten. Im Messbetrieb konnten ansonsten Verzerrungen
des Messsignals auftreten. Insbesondere wihrend der Uberwachung von Downstream-
Prozessen, wiirde dies zu ausgeprigtem Tailing der Messsignale fiihren. Eine weitere
Optimierung der Messkammergeometrie ist moglich. Da jedoch bereits anhand von
Voruntersuchungen (hohe Eigenabsorption des Kulturmediums) festgestellt wurde,
dass kleine Pfadléangen fiir die geplanten Anwendungen von Vorteil sein konnten, wird

eine Optimierung grof3er Pfadlangen zu diesem Zeitpunkt nicht weiterverfolgt.

5.4. Zusammenfassung

Im Zuge der beschriebenen Untersuchungen wurde ABS als geeignetes Material zur
Herstellung der Messzelle ausgewahlt. Basierend auf einer zertifizierten Testmethode
konnte zuvor die Biokompatibilitdt des Materials bestétigt werden. Ebenso wurde mit
der Gamma-Bestrahlung eine zuverldssige und praktikable Sterilisationsmethode ge-
wahlt. Neben dem Material der Messzelle wurden auch verschiedene Fenstermateria-
lien auf ihre optischen Eigenschaften hin {iberpriift. Dabei konnte lediglich Quarzglas
die gewiinschten Transmissionseigenschaften erfiillen. Es zeigt sich dariiber hinaus
auch als inert gegeniiber der Gammastrahlung und ist somit fiir eine Verwendung
als Fenster der Messzelle geeignet. Letztlich wurde auch die Fluiddynamik innerhalb
der Messkammer untersucht. Es zeigten sich, abhéngig von der gewéhlten Messkam-
mergeometrie (Pfadldnge) unterschiedliche Verweilzeitspektren. Um die gewiinschte
Fluiddynamik zu erzielen, gilt insbesondere fiir Pfadldngen ab 10 mm eine untere

Grenze des einzustellenden Volumenstroms von >5 ml*min~'.
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6. Validierung der Messmethode

In den zuvor beschriebenen Abschnitten wurden die Materialien, die Sterilisations-
methode und die Messkammergeometrie der Messzelle festgelegt. Die daraufhin an-
gefertigten Prototypen ermoglichen die Durchfiihrung erster Messungen zur Charak-
terisierung der Messzelle. Die Messungen werden mit zellfreien Proben durchgefiihrt
und dienen dazu die Messmethode zu validieren. Dabei soll neben der Linearitét des
Messsignals auch die Selektivitit der Messung evaluiert werden. Weiterhin ist auch
die Genauigkeit des Herstellungsprozesses von Bedeutung, da diese direkten Einfluss

auf die Messgenauigkeit hat.

6.1. Genauigkeit des Herstellungsprozesses

Die korrekte Funktionsweise des Sensorsystems hingt entscheidend von der Prizision
und Reproduzierbarkeit der Fertigung der Messzelle ab. Das dazu verwendete 3D-
Druckverfahren bietet enorme Vorteile hinsichtlich der Flexibilitit verschiedene Kon-
struktionen im Prototypenstadium herstellen zu konnen. Da die Messzelle jedoch Teil
einer optischen Messeinrichtung ist, muss sie auch hohe Anspriiche in Bezug auf die
Fertigungstoleranzen erfiillen. Auch fiir Single-Use Bauteile muss erwartbar sein, dass
die Exemplare untereinander vergleichbaren Spezifikationen entsprechen. Es muss
daher tiberpriift werden, ob die Messzellen reproduzierbar und in den gewiinschten
Spezifikationen gefertigt werden konnen. Kritische Abschnitte im Herstellungsprozess,
welche die Qualitdat der Messung beeinflussen konnen, sind der 3D-Druckprozess so-
wie das manuelle Einsetzen und Verkleben des Quarzglasfensters. Der Herstellungs-
prozess jeder Messzelle wird mithilfe von zwei Qualitdtsmerkmalen tiberpriift: Intensi-
tat der Transmission und Genauigkeit der Pfadldnge. An erster Stelle muss gewahrleis-
tet sein, dass Licht die Messzelle passieren kann. Eine einfache Methode zur Priifung
dieses Merkmals ist die Aufnahme eines Transmissionsspektrums. Fehler im Druck-
vorgang oder verunreinigte Fenster konnen so schnell erkannt werden. Jede Mess-
zelle sollte einen hohen Lichtdurchsatz fiir den UV/VIS-Spektralbereich aufweisen.
Hinsichtlich der der hohen Eigenabsorption des Kulturmediums ist dies insbesondere
fiir den UV-Bereich notwendig. Abbildung 6.1 zeigt die Transmissionsspektren ver-
schiedener Messzellen. Drei der Messzellen besitzen eine iiber den gesamten beob-

achteten Spektralbereich hohe Transmission von iiber 80 %. Die Spektren variieren
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dabei nur geringfiigig, sodass von einer guten Reproduzierbarkeit gesprochen wer-
den kann. Kleine Variationen der Transmission werden durch das Heranziehen von
Referenzspektren bei der Berechnung der Absorption herausgerechnet und stellen da-
her kein Problem dar. Dariiber hinaus zeigt Abbildung 6.1 auch ein Transmissionss-
pektrum, welches insbesondere im UV-Bereich deutlich niedrigere Transmissionswerte
aufweist. Dies lasst sich auf Riickstdnde des Klebers auf einem der eingesetzten Fens-
ter zuriickfiihren. Der Kleber zeigt eine hohe UV-Absorption und beeinflusst somit die
UV-Transmission der Messzelle. Dies zeigt die Notwendigkeit einer Qualitatskontrolle
jeder Messzelle vor Verwendung, um Produktionsfehler aufzudecken.

Neben der Gewéhrleistung einer hohen Transmission, ist auch die Pfadldnge der Mess-
zelle ein kritischer Parameter. Die Pfadldange hat direkten Einfluss auf die gemessenen
Absorptionswerte. Weiterhin ist eine exakte Pfadldnge zur prizisen Quantifizierung
eines Analyts notig. In diesem Zusammenhang wird von Prazision und Richtigkeit
gesprochen. Wiahrenddessen die Prédzision eine Aussage dartiiber erlaubt, wie reprodu-
zierbar der Herstellungsprozess verlauft (Streuung), gibt die Richtigkeit Auskunft iiber
die Differenz zwischen gewiinschter und tatsichlich gemessener Pfadlénge (systema-
tischer Fehler). Die Pfadldnge kann durch Ungenauigkeiten im 3D-Druckverfahren
oder durch falsches Einsetzen der Fenster beeinflusst werden. Daher wurde die ex-

akte Pfadldnge verschiedener Messzellen mithilfe von Referenzmessungen bestimmt
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Abbildung 6.1.: Transmissionsspektren einer Charge von Messzellen (10 mm Pfadlinge mit
Quarzglasfenstern). Eine Messzelle (oranges Spektrum) weist aufgrund von Klebe-
riickstdnden auf dem Fenster ein abweichendes Transmissionsspektrum auf und wurde
aussortiert.
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(Abschnitt 12.4.1). Abbildung 6.2 A zeigt jeweils die Mittelwerte der gemessenen
Pfadlangen von einem Satz Messzellen gleicher Pfadldnge. Die Messwerte wurden
gegen die angestrebte Pfadldnge aufgetragen. Fiir Koordinatenpunkte, die auf der
eingezeichneten Winkelhalbierenden liegen, stimmen die gemessene und die ange-
strebte Pfadldnge {iberein (hohe Richtigkeit). Fiir die untersuchten Messzellen konnte
im Durchschnitt eine gute Ubereinstimmung mit der angestrebten Pfadlidnge gezeigt
werden. Die absolute Abweichung des Mittelwerts ist fiir groere Pfadlangen hoher
(systematischer Fehler). Diese Abweichung lasst sich jedoch durch einen Korrektur-
faktor ausgleichen. Wichtiger ist die Prazision des Herstellungsprozesses. Nur so kann
sichergestellt werden, dass Messzellen gleicher Spezifikation zu vergleichbaren Er-
gebnissen fiihren. Allerdings zeigt die relative Standardabweichung innerhalb einer
Gruppe, dass die Prazision des Herstellungsprozesses fiir kleinere Pfadlangen abnimmt
(Abbildung 6.2 B). Insbesondere die Herstellung der 1,5 mm Pfadlédnge weist eine im
Vergleich zur Pfadldnge hohe Streuung auf. Dies ist bedingt durch die begrenzte Auflo-
sung des 3D-Druckers. Ebenso wirken sich bei dieser Pfadlange Ungenauigkeiten beim
Einsetzen der Fenster prozentual starker aus. Es ist daher empfehlenswert, die Pfad-
langen kleinerer Messzellen genau zu bestimmen, falls es die Anwendung erfordert.

Fiir groRere Pfadlangen konnte eine gute Prazision festgestellt werden.
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Abbildung 6.2.: Bestimmung der exakten Pfadlidnge. Mittlere exakte Pfadlingen verschiedener
Messzellen (A). Die Winkelhalbierende gibt die angestrebte Pfadlange an. Abweichun-
gen von dieser Linie sind herstellungsbedingt. Relative Standardabweichung der Grup-
pen in % zur jeweils angestrebten Pfadlange (B)
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6.2. Bestimmung des linearen Messbereichs

Nachdem eine prazise und reproduzierbare Fertigung nachgewiesen wurde, wird der
lineare Messbereich des Sensorsystems untersucht. Eine lineare Signalantwort ist ins-
besondere fiir quantitative Analysen relevant. Dazu wurden unterschiedlich konzen-
trierte Amaranth-Losungen mit der Mehrkanal-Absorptionsmesszelle und einer Refe-
renzkiivette analysiert. In beiden Fillen wurde die Absorption bei 520 nm gemessen.
Die Mehrkanal-Absorptionsmesszelle nutzt dazu die LED-Messtechnik mit Photodi-
oden zur Detektion der vier Messkandle. Jeder Messkanal repréasentiert dabei eine
Pfadlange.

Die verschiedenen Losungen werden nacheinander mithilfe eines Selektionsventils
und einer Peristaltikpumpe durch die Messzelle gepumpt. Die Absorption eines Mess-
kanals wurde jeweils gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 6.3 A). Fiir jede der
dargestellten Pfadldngen lésst sich ein stufenweises Ansteigen der Absorptionswer-
te beobachten. Die kurzen und gleichmiRigen Ubergangsphasen weisen auf eine gute
Fluiddynamik innerhalb der Messkammern hin. Hinweise auf eine Riickvermischung
oder Totzonen lassen sich nicht erkennen. Erwartungsgemal? ist die Absorption bei
grolleren Pfadldngen hoher. Demnach resultieren fiir jede der eingesetzten Losungen
je nach Pfadlange unterschiedliche Absorptionswerte.
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Abbildung 6.3.: Absorptionsmessungen mit unterschiedlich konzentrierten Amaranth-Losung.
Die Messungen wurden mit der Mehrkanal-Absorptionsmesszelle durchgefiihrt. Vier
verschiedene Pfadldngen wurden gleichzeitig mit der LED-Messtechnik inklusive inte-
grierter Photodioden durchgefiihrt. Gemessene Absorptionswerte der verschiedenen
Pfadlédngen (A). Normierte Absorptionswerte (B)

39



KAPITEL 6. VALIDIERUNG DER MESSMETHODE

Diese Werte lassen sich jedoch durch eine Normierung angleichen. Die gemessenen
Absorptionswerte werden auf eine Pfadlinge von 10 mm normiert, sodass die Wer-
te aller Kanéle direkt miteinander vergleichbar sind. Da im zuvor beschriebenen Ab-
schnitt bereits eine fertigungsbedingte Abweichung der tatsidchlichen Pfadlangen zu
den angestrebten Pfadldngen beobachtet wurde, sind zudem die exakten Pfadlingen
der verwendeten Messzelle bestimmt worden. Diese konnten als Korrekturfaktor in die
Messung miteinbezogen werden und sorgen somit fiir ein praziseres Messergebnis. Die
normierten und korrigierten Absorptionswerte sind in (Abbildung 6.3 B) dargestellt.
Horizontale Hilfslinien geben die durch Referenzmessungen ermittelte Absorption an.
Bis zu einer Absorption von 1,57 AU*cm ™ sind die normierten Absorptionswerte der
verschiedenen Pfadlangen nahezu identisch. Die Korrektur der Messwerte mithilfe der
exakt bestimmten Pfadlangen war demnach erfolgreich. Bei der Messung der néchs-
ten Konzentrationsstufen zeigen sich Sattigungseffekte bei den Kandlen mit 10 mm
und 20 mm Pfadldnge (erkennbar an geringeren Absorptionswerten). Dies resultiert
aus dem maximalen Dynamikumfang der Messkanéle, der jeweils bei 3 AU liegt. Die
kurzen Pfadlédngen hingegen sind auch bei den hochkonzentrierten Losungen in der
Lage die Absorption korrekt zu detektieren. Fiir niedrige Konzentrationen zeigt sich
jedoch eine deutlich hohere Sensitivitat der grof3en Pfadlangen (Abbildung 6.3 A). Die
Mehrkanal-Absorptionsmesszelle ist damit fiir Anwendungen, die einen hohen Dyna-
mikumfang erfordern sehr gut geeignet.

Die Linearitdt des Messverfahrens lésst sich iiberpriifen, indem die tatsachliche Ab-
sorption gegen die mit der Mehrkanal-Absorptionsmesszelle ermittelte, normierte Ab-
sorption aufgetragen wird (Abbildung 6.4). Mithilfe einer Regressionsanalyse wird die
Linearitit der einzelnen Messkandle in einem bestimmten Absorptionsbereich unter-
sucht. Dazu werden die Bestimmtheitsmaf3e (R?) herangezogen (Tabelle 6.1). Diese
zeigen fiir den Bereich von 0-3 AU*cm ™ fiir die drei niedrigsten Pfadlingen eine gute
Linearitat. Die Ergebnisse der 20 mm Pfadldnge weichen aufgrund von Séattigungsef-
fekten bereits im Bereich von 3 AU*cm™! deutlich von den anderen Messungen ab. Ent-
sprechen bei der linearen Regression die Regressionsparameter denen einer Winkel-
halbierenden, kann von einer hohen Linearitit ausgegangen werden. Fiir Messungen
mit 20 mm Pfadlinge gilt diese Aussage nur bis zu einer Absorption von 1,5 AU*cm ™.
Die anderen Pfadldngen zeigen auch bei hoheren Absorptionswerten eine hohe Li-
nearitidt, wobei insbesondere die beiden kurzen Pfadldngen hervorgehoben werden
konnen, die auch im Bereich von 8 AU*cm ™ lineare Messsignale liefern. Messungen

mit 10 mm Pfadldnge sind bis 3 AU linear.
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Abbildung 6.4.: Vergleich der tatsdchlichen Absorption (mit Referenzmessung bestimmt) mit der
gemessenen Absorption (Mehrkanal-Messzelle). Gro3e Pfadlangen zeigen Sétti-
gungseffekte bei hohen Absorptionen.

Tabelle 6.1.: Regressionsparameter der Daten zur Bestimmung des linearen Messbereichs ver-
schiedener Pfadldngen der Mehrkanal-Absorptionsmesszelle.

max. Absorption Y-Achsenabschnitt

[AU*cm ] [AU*cm ] Steigung  R”
3 mm 8 1,27%1073 0,996 1
5 mm 8 0,0106 0,984 0,99
10 mm 3 0,0151 0,996 0,99
20 mm 1,5 0,0151 0,976 1

In einem weiteren Versuch wurde das Messsignal verschiedener Pfadldngen bei einem

stetig steigendem Konzentrationsgradienten untersucht. Im Gegensatz zu den zuvor

durchgefiihrten statischen Messungen, spielt hier folglich auch die Fluiddynamik eine

Rolle. Dabei soll iiberpriift werden, ob die Messzelle auch bei einem kontinuierlichen

Fluss und stetig ansteigender Analytkonzentration verléssliche Messsignale liefert. Der

dazu verwendete Aufbau lasst sich in Abschnitt 12.4.2 einsehen.

Zwei mit PBS-Puffer gefiillte und luftdichte Gefél3e sind iiber einen Schlauch mitein-

ander verbunden, sodass sich die Fliissigkeitsstinde beider Gefél3e {iber den Schlauch
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ausgleichen konnen. In einem der Gefif3e wurde zuséatzlich eine definierte Menge Bo-
vines Serumalbumin (BSA) gelost. Aus dem anderen Gefafs wird mithilfe einer Pumpe
kontinuierliche Puffer entnommen. Der entstehende Unterdruck sorgt dafiir, dass BSA-
haltiger Puffer iiber den Verbindungsschlauch nachgezogen wird. Daher entsteht eine
stetig ansteigende BSA-Konzentration in dem sich leerendem Gefaf3. Der entnomme-
ne Puffer wird direkt durch eine Absorptionsmesszelle gepumpt und die Absorption
bei 280 nm bestimmt. Dabei wird der Versuch einzeln mit verschiedenen Pfadldngen
durchgefiihrt. Die Absorptions-Messzellen sind hier mit einem faseroptischen Spek-
trometer (TIDAS S520, J & M GmbH) verbunden. Die aufgenommenen Daten der
verschiedenen Messzellen werden gegen die Zeit aufgetragen und verglichen (Abbil-
dung 6.5).

Es bestétigen sich in diesem Versuch die zuvor erlangten Erkenntnisse hinsichtlich des
linearen Messbereichs unterschiedlicher Pfadldngen. Kurze Pfadldngen ermdéglichen
es deutlich hohere Konzentrationen zu messen. Je grolder die verwendete Pfadlan-
ge ist, desto friiher tritt der Sattigungseffekt auf. Im Gegensatz zur LED-Messtechnik
tritt der Sattigungseffekt hier bereits bei niedrigeren Absorptionen auf. Messungen
iiber 2 AU sind den vorliegenden Daten zufolge mit dem TIDAS S520 nicht linear.
Die LED-Messtechnik erlaubt aufgrund der hoheren Lichtintensitit hingegen Messun-
gen bis zu 3 AU. Dariiber hinaus lassen sich hier auch Verzerrungen des Messsignals

durch unerwiinschte Stromungseffekte beobachten. Insbesondere die 20 mm Pfadlan-

ABsorption 280 nm [rel. AU*cm™]
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Abbildung 6.5.: Dynamische Absorptionsmessung mit Absorptionsmesszellen einer bestimmten
Pfadlénge. Ein kontinuierlicher Konzentrationsgradient (BSA) wurde durch die Mess-
zelle gepumpt. Dargestellt ist die auf die Pfadlange normierte Absorption bei 280 nm.
Grofe Pfadlangen zeigen Séttigungseffekte bei hohen Absorptionen.
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ge zeigt ein deutlich verzogertes Ansprechverhalten auf den ansteigenden Konzentra-
tionsgradienten. Dies ldsst sich vermutlich auf die verhdltnisméRig niedrige Flussrate

von 5 ml*min~! zuriickfiihren.

6.3. Uberpriifung der Selektivitit der Messmethode

Bisher konnte die Messzelle hinsichtlich ihrer Fertigungstoleranzen und des linearen
Messbereichs charakterisiert werden. Dabei zeigte sich, dass sowohl der Herstellungs-
prozess als auch die Messtechnik ausreichend akkurat fiir eine prézise Absorptions-
messung sind. Die bisherigen Untersuchungen wurden mit Reinstlosungen durchge-
fiihrt. In realen Anwendungen liegen jedoch hdufig mehrere Analyten in einer Probe
vor. Da die Absorption hinsichtlich der Wellenldnge keine scharfen Grenzen besitzt,
kann es zur Uberlagerung verschiedener Absorptionsmaxima kommen. Dies gilt ins-
besondere fiir die Applikation des Sensors im Upstream-Bereich. Anwendungen im
Downstream-Bereich sind aufgrund der geringeren Komplexitédt der Proben diesbeziig-
lich weniger problematisch. Aber auch hier finden sich verschiedenste Biomolekiile,
die erst im Zuge der Aufreinigung entfernt werden. Das Sensorsystem muss demnach
in der Lage sein, auch bei Vorliegen von Stoffgemischen eine valide Quantifizierung
einzelner Komponenten durchzufiihren.

Die moglichen Uberlagerungen sollen mit der Vermessung von unterschiedlich zusam-
mengesetzten Mischlosungen verschiedener biogener Chromophore aufgeklart wer-
den. Zu den ausgewdhlten Chromophoren zdhlen BSA, Nicotinamid-Adenin-Dinukleo-
tid (NADH), sowie Riboflavin. Letztere nehmen zentrale Funktionen im Stoffwechsel
von Zellen ein und sind damit in biotechnologischen Prozessen stets prasent. BSA
wird stellvertretend fiir Proteine verwendet. Fiir jedes Chromophor wurden Konzen-
trationsstufen im linearen Messbereich festgelegt. In den Mischlosungen finden sich
die Chromophore in genau diesen Konzentrationen wieder, wobei immer eine unter-
schiedliche Kombination an Konzentrationen getestet wird. Aufgrund der hohen An-
zahl an Kombinationsmoglichkeiten wird der Versuchsumfang dahingehend reduziert,
als dass nur ein Teil der moglichen Kombinationen vermessen wird (DoE). Diese wur-
den so zusammengestellt, dass die Konzentrationen der verschiedenen Chromophore
in den Mischlésungen moglichst nicht miteinander korrelieren. Zur Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit werden, gleichmél3ig iiber den Versuchszeitraum verteilt, Zentral-
versuche durchgefiihrt. Diese beinhalten die Vermessung einer immer gleich zusam-

mengesetzten Mischlésung. Dadurch kénnen systematische Fehler, die durch dufere
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Umstédnde verursacht werden, aufgedeckt werden. Der Versuchsplan mit allen Misch-
l6sungen ist in Tabelle 12.4 (Abschnitt 12.4.3) aufgelistet.

Die Mischlosungen werden einzeln und nacheinander in einer Messzelle mit bestimm-
ter Pfadlange vermessen. Fiir weitere Pfadlangen wird ein neuer Versuchsdurchgang
durchgefiihrt. Ein angeschlossenes Spektrometer nimmt die Absorptionsspektren der
Mischlésungen auf. Mit den erhaltenen Spektraldaten wird im Anschluss eine PLS-
Regression durchgefiihrt. Dabei wird iiberpriift, ob die Erstellung einer Kalibrations-
funktion auch moéglich ist, wenn die Chromophore nicht in Reinstlosung vorliegen.
Das Verfahren selektiert Spektralbereiche mit hohem Informationsgehalt und ist da-
her fiir komplexe Daten wie Absorptionsspektren mit vielen Variablen geeignet. Bei
hoher Selektivitdt des Messverfahrens sollten die aus dem Kalibrationsdatensatz er-
rechneten Konzentrationen den tatsidchlichen Konzentrationen entsprechen. Werden
die Wertepaare gegeneinander aufgetragen ergibt sich eine Winkelhalbierende.

Die Auftragungen von vorhergesagter Konzentration gegen die tatsdchliche Konzen-
tration fiir die drei verwendeten Analyten lasst sich in Abbildung 6.6 einsehen. Dabei
wurden jeweils exemplarisch die Daten von zwei verschiedenen Pfadldngen ausge-
wahlt, um die Unterschiede in der Vorhersagegenauigkeit zu zeigen. Die eingezeich-
nete Linie reprasentiert die Winkelhalbierende. Eine genaue Vorhersage erzeugt Da-
tenpunkte auf dieser Linie. Die Dreifachbestimmungen der einzelnen Konzentrations-
stufen zeigen in Abhéngigkeit zur gewéhlten Pfadldnge unterschiedlich grof3e Streu-
ungen. Diese Variationen sind durch die unterschiedlichen Zusammensetzungen der
Mischlosungen und den jeweiligen Messfehler zu erkldren. Je nach gewahlter Pfadléan-
ge lassen sich die Einfliisse der anderen Komponenten demnach mehr oder weniger
erfolgreich durch das Modell korrigieren. Eine genaue Beurteilung der Vorhersagege-
nauigkeit wurde abschlie3end mittels Regressionsanalyse vorgenommen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.2 zusammengefasst. Teil A der Tabelle zeigt jeweils
die Pfadlange mit der genauesten Vorhersage. Im Teil B wurden die Daten der Pfad-
lange mit der schlechtesten Vorhersage notiert. Die Bestimmtheitsmaf3e im Teil A sind
in allen drei Féllen nahe dem Wert fiir eine ideale Korrelation. Des Weiteren entspre-
chen die Steigungen und der y-Achsenabschnitt der Regressionsgeraden nahezu denen
einer Winkelhalbierenden. All dies deutet auf ein gutes Kalibrationsmodell hin. Die
beschriebenen Parameter verschlechtern sich deutlich fiir die in Teil B angegebenen
Pfadldngen. Daraus folgt, dass die Quantifizierung eines Analyten in einem Stoffge-
misch grundsétzlich méglich ist. Jedoch hangt die Giite der Vorhersage von der Wahl

der Pfadldnge ab. Unter den hier gewéhlten Umstédnden war fiir eine genaue Quantifi-
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Abbildung 6.6.: PLS-Regression zur Quantifizierung verschiedener Analyten. Auftragung der tat-
sdchlichen Analytkonzentrationen gegen die aus den Kalibrationsmodellen errechne-
ten Konzentrationen fiir BSA (A-B), NADH (C-D) und Riboflavin (E-F).

45



KAPITEL 6. VALIDIERUNG DER MESSMETHODE

Tabelle 6.2.: Regressionsparameter der Kalibrationsmodelle. Teil A gibt jeweils die Ergebnisse der-
jenigen Pfadldnge an, die zu den genauesten Modellen gefiihrt hat. Teil B wiederum zeigt
die Ergebnisse der Pfadldnge mit der schlechtesten Vorhersagegenauigkeit.

A Pfadlénge Y-Ac?;f;illj_s lc]hnitt Steigung  R? [ml(‘)(l)"-‘cl?_l ]
BSA 5 mm 8,10%10°8 0,997 0,997 7,25%107°
NADH 20 mm 5,47%1077 0,981 0,981 3,39%107°
Riboflavin 20 mm 3,45%10°8 0,988 0,988 1,21*107°
B

BSA 20 mm 6,77*1077 0,976 0,976 7,67%107°
NADH 2 mm 1,49%107° 0,947 0,947 7,33*107°
Riboflavin 2 mm 4,83*1077 0,853 0,886 3,04*107°

zierung von BSA eine geringe Pfadlédnge von Vorteil. Die eingesetzten Konzentrationen
von BSA fiihren bei groRen Pfadlidngen zu Absorptionswerten von iiber 3 AU*cm™! und
folglich zur Sattigung und zu schlechten Vorhersageergebnissen. Im Gegensatz dazu
war fiir die prazise Quantifizierung von NADH und Riboflavin eine grof3e Pfadlédnge
notwendig. Diese Stoffe weisen deutlich niedrigere Absorptionswerte auf und profi-
tieren daher von den hohen Pfadldngen. Dies spiegelt sich auch in den errechneten
Bestimmungsgrenzen (LOQ) wider (Tabelle 6.2). Diese liegen fiir die jeweils geeig-
netste Pfadldnge im Bereich von einer Grof3enordnung niedriger als fiir die in Teil B
dargestellten ungeeigneten Pfadlangen.

Um die Einfliisse der verschiedenen Komponenten auf die Messung eines anderen Ana-
lyten besser zu verstehen, werden die Regressionskoeffizienten betrachtet. Damit wird
der Beitrag bemessen, den eine Wellenldnge zu dem jeweiligen Kalibrationsmodell
beisteuert. Je hoher der Wert eines Regressionskoeffizienten, desto grol3er ist der Ein-
fluss auf das gesamte Modell. Koeffizienten mit unterschiedlichem Vorzeichen gehen
entgegengesetzt in die Gleichung ein. Abbildung 6.7 A zeigt die Regressionskoeffizi-
enten basierend auf den Messungen mit den in Teil A der Tabelle 6.2 aufgefiihrten
Pfadlidngen. Die Regressionskoeffizienten der einzelnen Modelle unterscheiden sich
deutlich voneinander und dhneln im Verlauf den Absorptionsspektren der verwende-
ten Chromophore (Abbildung 6.7 B). Im Fall von BSA besitzt der Spektralbereich um
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Abbildung 6.7.: Regressionskoeffizienten der Kalibrationsmodelle von BSA, NADH und Ribofla-
vin (A). Absorptionsspektren der drei verwendeten Chromophore (B).

290 nm einen grol3en Einfluss auf das Kalibrationsmodell. Proteine besitzen ihr Ab-
sorptionsmaximum bei 280 nm. Anhand der dargestellten Absorptionsspektren wird
allerdings auch deutlich, dass die anderen Stoffe ebenfalls in diesem Bereich Licht ab-
sorbieren. Der fiir das Modell relevante Spektralbereich ist daher leicht zu hoheren
Wellenldngen verschoben, um den Einfluss der anderen Stoffe zu verringern. Um das
Ergebnis zusatzlich zu korrigieren, gehen bestimmte Spektralbereiche mit negativem
Regressionskoeffizienten in das Modell ein. Speziell fallt hier der Bereich um 450 nm
auf. Hier wird die durch Riboflavin verursachte zuséatzliche Absorption unterhalb von
300 nm bemessen. Aber auch im Bereich von 350 nm und unterhalb von 280 nm gibt
es relevante Spektralbereiche, welche moglicherweise den Einfluss des NADH quanti-
fizieren. Ahnlich verhilt es sich mit dem Kalibrationsmodell fiir NADH. Hauptséchlich
relevant fiir die Quantifizierung ist der Bereich um 340 nm. Hier liegt auch das Ab-
sorptionsmaximum von NADH. Fiir die Korrektur wird insbesondere ein Bereich um
280 nm verwendet. Hier zeigen sowohl BSA als auch Riboflavin Absorption. Das Kali-
brationsmodell fiir Riboflavin hingegen nutzt weniger verschiedene Spektralbereiche
zur Quantifizierung. Hier sind die Bereiche um 380 nm und 450 nm relevant. Eine
umfangreiche Korrektur ist hier nicht nétig, da die Absorption bei 450 nm nicht durch
andere Komponenten beeinflusst wird.

Diese Korrekturen funktionieren nur, solange der betreffende Spektralbereich verlass-
liche Daten liefert. Sattigungseffekte storen die Vorhersage des Modells. Hier liegt eine

mogliche Begriindung fiir die bessere Genauigkeit des BSA-Modells bei kleinen Pfad-
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langen. So ist fiir dieses Modell der Spektralbereich unter 250 nm stiarker relevant als
bei den anderen Modellen. Anhand der Absorptionsspektren wird jedoch deutlich, dass
dieser Bereich bedingt durch die Absorption aller drei Komponenten hohe Absorpti-
onswerte aufweist. Im Falle einer Sattigung in diesem Bereich, konnen die Werte nicht
mehr zur hoheren Prizision des Gesamtmodells beitragen.

Insgesamt zeigen die beschriebenen Ergebnisse, dass die Messmethode ausreichend
selektiv zur Quantifizierung einzelner Analyten in einem Stoffgemisch ist. Das Sen-
sorsystem profitiert hier von der Aufnahme ganzer Absorptionsspektren. Diese liefern
eine grolde Menge an Informationen, die durch multivariate Datenanalyseverfahren
nutzbar gemacht werden konnen. Dariiber hinaus zeigt sich, dass auch die Pfadlange
entscheidend fiir die Prazision der Messung ist. Um alle drei Analyten mit ausreichen-
der Prazision quantifizieren zu konnen sind mehrere Pfadldngen und Wellenldngen
notig. Durch die Verwendung der Mehrkanal-Absorptionszelle konnen demnach Mes-

sungen reduziert werden, indem mehrere Pfadldngen zusammen gemessen werden.

6.4. Zusammenfassung

Die Eignung der Messzelle zum Zweck der Absorptionsmessung konnte anhand ver-
schiedener Untersuchungen gezeigt werden. Der Fertigungsprozess, welcher sich aus
dem 3D-Druck der Messzelle und dem manuellen Einsetzen der Fenster zusammen-
setzt, ist fiir Pfadldngen ab 3 mm hinreichend prazise und weist eine hohe Richtigkeit
auf. Messzellen mit 1,5 mm Pfadlédnge weisen die grote Streuung hinsichtlich der
Pfadlange auf und sollten daher im Zuge einer Qualitatskontrolle auf die exakte Pfad-
lange hin untersucht werden. So kann ein Korrekturfaktor bei der Datenauswertung
miteinbezogen werden. Die Transmission der Quarzfenster liegt im betrachteten Spek-
tralbereich bei iiber 80 %. Kleberiickstdnde konnen die Transmission jedoch deutlich
verringern. Die Aufnahme eines Transmissionsspektrums sollte daher auch Teil der
Qualitatskontrolle sein.

Der lineare Messbereich ist abhidngig von der gewéhlten Pfadlange. Wahrend sich
grolRe Pfadlangen durch eine hohe Sensitivitdt auszeichnen, ermoglichen kurze Pfad-
langen die Messung von hochkonzentrierten Losungen. Die Mehrkanal-Absorptions-
messzelle besitzt folglich einen hohen Dynamikbereich. Dabei ist auch die entwickelte
LED-Messtechnik von Vorteil. Sie zeichnet sich durch einen Messbereich von bis zu
8 AU*cm_, aus. Messungen mit dem verwendeten Spektrometer erreichen die Satti-

gungsgrenze bereits bei niedrigeren Konzentrationen. Die Aufnahme ganzer Absorpti-
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onsspektren ermoglicht jedoch die selektive Quantifizierung von BSA, NADH und Ri-
boflavin in einem Stoffgemisch. Die Messzelle erfiillt damit wichtige Voraussetzungen,
um Absorptionsmessungen vornehmen zu kénnen. Auch die Quantifizierung einzelner
Stoffe unter Anwendung multivariater Datenanalyse ist moglich. Hier erweisen sich
unterschiedliche Pfadlangen als hilfreich. Neben der Moéglichkeit verschiedene Konfi-
gurationen der Messzelle zu verwenden, ist auch die Modularitét von Vorteil. So lasst
sich die Messtechnik an den jeweiligen Anwendungsfall anpassen und ermoglicht so

bestmogliche Messergebnisse.
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7. Online Monitoring von CHO-DG44
Kultivierungen in verschiedenen

Reaktorsystemen

Nachdem das Sensorsystem charakterisiert und die Validitdt der Messmethode besta-
tigt wurde, soll das System nun zur Uberwachung von Bioprozessen genutzt werden.
In diesem Abschnitt werden dazu Kultivierungen mit einem CHO-DG44-Stamm in ver-
schiedenen Reaktorsystemen durchgefiihrt. Tierische Zelllinien haben eine grof3e Be-
deutung in der biopharmazeutischen Industrie und werden fiir die Produktion von
biotechnologischen Produkten vielfach eingesetzt. Dazu gehoren monoklonale Anti-
korper, Impfstoffe aber auch verschiedene andere Proteine, die aufgrund komplexer
Glykosylierungen nicht mithilfe von Bakterien hergestellt werden konnen. Folglich
sind die zugehorigen Prozesse ein wichtiges Applikationsfeld fiir das entwickelte Sen-
sorsystem. Aullerdem stellen tierische Zellen einen hohen Anspruch an Sensorsysteme
und werden héaufig in Single-Use Bioreaktoren kultiviert. Es soll iberpriift werden, ob
sich die Erkenntnisse aus den vorherigen Experimenten bestédtigen und das System
zuverldssige Daten liefert. Die Kultivierungen basieren jeweils auf unterschiedlichen
Filitterungsstrategien. Zusammen mit den verschiedenen Reaktorsystemen kénnen so

unterschiedliche Anwendungsprofile getestet werden.

7.1. Batch-Kultivierung im Schiittelkolben

Kultivierungen im Schiittelkolben werden fiir Vorkulturen und in der Prozessentwick-
lung haufig eingesetzt. Aufgrund des Einsatzes in einem Inkubator sind Schiittelkolben
unzureichend mit Sensorik ausgeriistet und stellen daher ein interessantes Applikati-
onsgebiet fiir den kompakten und modularen Sensor dar. Die hier beschriebene Kul-
tivierung wurde als batch-Prozess in einem Mycap® CCX System (Sartorius Stedim
Biotech) durchgefiihrt. Das System verfiigt iiber Schlauchanschliisse im Deckel zum
aseptischen Fliissigkeitstransfer. Diese konnen zu einem Bypass zusammengefiigt wer-
den, in welchem eine Absorptionsmesszelle mit 3 mm Pfadlange integriert wurde. Die
Modularitdat und Kompaktheit des Sensorsystems erlauben dabei die Positionierung

des gesamten Bypasses im CO,-Inkubator. Dies verringert das Bypassvolumen und ge-
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wabhrleistet eine konstante Temperatur im Bypass sowie in der Messzelle. Der Messzel-
lenhalter wird dabei neben den Schiittelkolben direkt auf der Schiittelplatte montiert.
Ein faseroptisches Spektrometer befindet sich auf3erhalb des Inkubators und ist iiber
Lichtwellenleiter mit dem Messzellenhalter verbunden. Fiir den Fliissigkeitstransport
im Bypass wird ebenso eine Peristaltikpumpe auf der Schiittelplatte installiert und ein
kontinuierlicher Volumenstrom von 5 ml*min~"! eingestellt, um das Sedimentieren der
Zellen im Bypass zu verhindern.

In diesem Versuch wird der Einfluss des Sensorsystems — bestehend aus Bypass, Pum-
pe und Messkammer — auf das Zellwachstum einer Kultivierung mit kleinem Volu-
men untersucht. Eine Referenzkultur im selben Inkubator, ohne Sensorsystem und
Bypass, dient als Vergleich. Abbildung 7.1 zeigt die durch offline Messungen ermittel-
ten viablen Zellzahlen (VCC) beider Kulturen zusammen mit der Viabilitat. Die Wachs-
tumskurven unterscheiden sich hinsichtlich der maximal erreichten Zellzahl deutlich
voneinander. Wihrend die Referenzkultur in der Spitze {iber 8 Mio. Zellen*ml™! auf-
weist, stoppt das Wachstum der Zellen, die mit Bypass kultiviert wurden bei knapp
3 Mio. Zellen*ml ™. Zu Beginn verlaufen die Wachstumskurven noch nahezu deckungs-
gleich. Erst im Laufe des dritten Tages zeigen sich Unterschiede in der Wachstumsge-
schwindigkeit der Zellen. Die Zellzahl des Mycap-Kolbens stabilisiert sich im weiteren

Verlauf auf einen Wert knapp unter 3 Mio. Zellen*ml™'. Im anderen Kolben setzt sich

oo
I-
°
°
°
°
°
°
®
°
®
2
°
®
°
1

100

I‘_E 1{ |--®@--VCC Referenz ; N
k= --@--\VCC Mycap , ., 480
25 Viabilitat Mycap g
N - -@- - Viabilitat Referenz / L o
4 o

© . 160 5
5 ’ :
E ’ H40 >
2, 6 o0 000,
g ‘,','0 *e 420

. (]

”
.,.-==.

0 T T T T T T T T T T

— —
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Prozesszeit [h]

Abbildung 7.1.: Viable Zellzahlen und Viabilitdt der Zellen des Referenzkolbens und des Mycap-
Kolbens mit angeschlossenem Bypass.
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das Zellwachstum weiter linear fort. Zum gleichen Zeitpunkt sinkt auch die Viabili-
tat der Zellen im Mycap-Kolben ab. Diese stabilisiert sich im Laufe der Kultivierung
auf ca. 85 % mit leicht fallender Tendenz. Die Zellen im Referenzkolben haben bis
kurz vor Ende eine Viabilitédt von tiber 99 %. Ab etwa 120 h beginnt in beiden Kolben
die Absterbephase, sodass die gemessenen viablen Zellzahlen sinken. Die Daten zei-
gen einen deutlichen Einfluss der Sensoriiberwachung auf das Wachstum der Zellen.
Dieser resultiert vermutlich aus dem mechanischen Stress durch die Peristaltikpumpe.
Die eingestellte Flussrate fiihrt insbesondere bei einem kleinen Reaktorvolumen da-
zu, dass die Zellen im Laufe der Kultivierung sehr haufig den Bypass durchlaufen und
dem Einfluss der Pumpe ausgesetzt sind. Weiterhin sind sogenannte Bypass-Effekte
moglich. Durch fehlenden Gasaustausch innerhalb des Bypasses sind Verdnderungen
des Gelostsauerstoffanteils und des pH-Werts moglich.

Die Analyse wichtiger Metabolite liefert weitere Erkenntnisse tiber den Stoffwechsel
der Zellen. Dabei bestitigt die deutlich erh6hte Konzentration der Lactatdehydrogen-
ase (LDH) im Uberstand des Mycap-Kolbens (Abbildung 7.2 A) die zuvor festgestell-
te verminderte Viabilitidt. Als intrazelluldres Protein deutet die hohe Konzentration
im Uberstand auf eine Zerstérung der Zellmembran hin und zeigt damit das Vorhan-
densein toter Zellen an. Wie zuvor bereits vermutet, wird hochstwahrscheinlich der
mechanische Stress der Peristaltikpumpe ursachlich dafiir sein. Trotz des deutlich ver-
ringerten Wachstums der Zellen l&sst sich feststellen, dass die produzierte Menge an
monoklonalem Antikérper nicht im gleichen MalRe abweicht. (Abbildung 7.2 B). Es ist
demnach eine deutlich erhohte spezifische Produktivitit der Zellen im Mycap-Kolben
zu beobachten. Auch der Verlauf der Glucosekonzentration zeigt eine vergleichbare
Stoffwechselaktivitit, trotz niedrigerer Zellzahl. In beiden Kulturen ist der Verbrauch
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Abbildung 7.2.: Konzentrationen verschiedener Metabolite im Uberstand. Dargestellt sind die zeit-
lichen Verldufe der Konzentrationen von LDH (A), IGG (B) sowie Glucose (C).
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an Glucose zunéchst anndhernd gleich (Abbildung 7.2 C). Erst mit Beginn der Abster-
bephase unterscheiden sich die vorliegenden Glucosekonzentrationen starker vonein-
ander. Eine mogliche Erklarung dafiir ist eine durch Stresseinwirkung induzierte stér-
kere Produktion des monoklonalen Antikorpers.

Uber das Wachstumsverhalten der Zellen hinaus wurde {iberpriift, inwieweit das Mess-
signal den Prozess abbilden kann. Dazu wurden wahrend der Kultivierung Absorpti-
onsspektren aufgenommen. Hierbei wurde eine hohe Eigenabsorption des Mediums
beobachtet, welche die zusitzliche Extinktion der Zellen unterhalb von 300 nm so
stark tiberlagert, dass keine ausreichende Lichtintensitét fiir den Detektor vorhanden
ist. Daher konzentriert sich die Beurteilung des Sensors an dieser Stelle auf die Mes-
sungen im NIR-Bereich. Der zeitliche Verlauf der Absorption bei 850 nm ist in Ab-
bildung 7.3 zusammen mit der viablen Zellzahl dargestellt. Dabei zeigt sich ein sehr
dhnlicher Verlauf beider Messgrof3en. Zu Beginn der Kultivierung sind leichte Abwei-
chungen vom Verlauf der Zellzahl zu sehen. Die stationédre Phase, sowie die Abster-
bephase werden jedoch korrekt vom Sensorsignal wiedergegeben. Somit konnte ge-
zeigt werden, dass das Sensorsystem grundsitzlich zur Uberwachung einer tierischen
Zellkultur geeignet ist. Der Messaufbau war den gesamten Versuchszeitraum {iber ste-
ril. Die Vorsterilisierung der Messzelle sowie der spitere Zusammenbau des Bypasses
waren demnach erfolgreich. Dennoch ist der bestehende Versuchsaufbau aufgrund
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Abbildung 7.3.: Beschreibung der viablen Zellzahl durch die gemessene Absorption bei 850 nm.

Die Absorptionswerte wurden mit der entwickelten Absorptionsmesszelle (Pfadlénge:
3 mm) und einem faseroptischen Spektrometer aufgenommen.

53



KAPITEL 7. ONLINE MONITORING VON CHO-DG44 KULTIVIERUNGEN IN
VERSCHIEDENEN REAKTORSYSTEMEN

des deutlich eingeschrankten Zellwachstums nur bedingt fiir Kultivierungen im klei-
nen Mal3stab geeignet. Abhilfe konnte die Wahl eines anderen Pumpentyps bringen.
Vakuum- oder Spritzenpumpen iiben konstruktionsbedingt deutlich weniger mecha-
nischen Stress auf die Zellen aus und wiirden damit eine gute Alternative darstellen.

7.2. Fed-Batch-Kultivierung im 10 1 Edelstahlreaktor

Die Messung im Bypass ermoglicht die Verwendung des Sensorsystems auch an kon-
ventionellen Edelstahlreaktoren. Hier wurde im Zuge eines fed-batch-Prozesses der
zuvor beschriebene CHO-DG44-Stamm in einem 10 1 Edelstahlreaktor kultiviert. Das
deutlich hohere Reaktorvolumen im Verhaltnis zum Bypassvolumen sollte den Einfluss
auf das Zellwachstum deutlich verringern. Weiterhin wurde der Aufbau des Bypasses
verdandert. Im Gegensatz zur zuvor durchgefiihrten Schiittelkolbenkultivierung wird
die Zellsuspension nicht kontinuierlich durch den Bypass gefiihrt, sondern durch eine
Hubkolbenpumpe vor und zuriick gepumpt [34]. Durch diese Pumptechnik sind die
Zellen keinem dauerhaften mechanischem Stress durch eine Peristaltikpumpe ausge-
setzt. Die Messzelle sitzt dabei zwischen Reaktor und Hubkolbenpumpe, sodass sie bei
jedem Pumpvorgang mit Medium durchstromt wird. Die Messung findet in der Folge
nicht kontinuierlich statt, sondern in einem Intervall von 30 min. Um das Zellwachs-
tum zu iberwachen, wurde der Prozess mit der Streulicht-Messzelle im Bypass ausge-
stattet. Gleichzeitig werden {iber ein automatisiertes Probenentnahmesystem Proben
fiir die offline Zellzahlbestimmung gesammelt. Die Ergebnisse der offline Analyse wur-
den anschlief3end mit den Sensordaten abgeglichen (Abbildung 7.4).

Dabei wird deutlich, dass je nach Detektionswinkel unterschiedliche Verlaufe der Streu-
lichtintensitét resultieren. Diese bilden jeweils verschiedene Kultivierungsphasen un-
terschiedlich gut ab. So ist das im 20° Winkel detektierte Streulicht besonders gut
geeignet fiir niedrige Zellzahlen. Ab einer Zellzahl von 6 Mio. Zellen*ml™ steigt das
Signal jedoch nicht mehr und sinkt mit weiter steigender Zellzahl kontinuierlich ab.
Es dhnelt ab diesem Zeitpunkt dem Verlauf der Transmission (nicht dargestellt). Die
sinkende Intensitét ist bedingt durch eine zu hohe Triibung der Zellsuspension. Die
Streuungsereignisse finden nicht mehr unabhéngig voneinander statt. Vielmehr wird
ein Lichtstrahl beim Durchqueren der Messkammer mehrfach gestreut und verliert
damit an Intensitdt. Das 90° Streulicht zeigt diesen Effekt bei den hier auftretenden
Zelldichten nicht. Vielmehr ist das Messsignal in der Lage die ab Tag 4 auftretenden

hoheren Zelldichten gut abzubilden. Dariiber hinaus lassen sich anhand des Signals
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Abbildung 7.4.: Streulichtmessungen wihrend eines fed-batch-Prozesses mit CHO-DG44 Zellen.
Dargestellt sind verschiedene Detektionswinkel: 20° Streulicht (A), 90° Streulicht (B)
sowie die Opazitét (C). Die Opazitét berechnet sich aus den Transmissionsdaten durch
Bildung des Kehrwerts. Vertikale Hilfslininien zeigen die Fiitterungszeitpunkte.

auch die durch Zufiitterung (vertikale Hilfslinien) resultierenden Verdiinnungseffekte
erkennen. Fiir niedrige Zelldichten ist das Signal aufgrund der schlechteren Sensiti-
vitdt weniger geeignet. Gleiches gilt fiir den Kanal zur Detektion von Riickstreulicht,
welcher aufgrund der noch geringeren Sensitivitdt bis zum Ende der Kultivierung kei-
ne verwertbaren Daten geliefert hat (nicht dargestellt).

Die ebenfalls dargestellte Opazitét zeichnet sich sowohl durch eine ausreichende Sen-
sitivitat fiir niedrige Zelldichten, als auch einen guten Dynamikumfang fiir hohere Zell-
dichten aus. Die Opazitidt ermoglicht es somit die Zellzahl iiber einen langen Zeitraum

prazise zu beschreiben. Die Werte berechnen sich aus dem Kehrwert der Transmission
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und sind ein Maf3 fiir die Lichtundurchlissigkeit eines streuenden und lichtdurchlas-
sigen Materials. Die Genauigkeit ist dabei nicht so hoch wie bei den zuvor genann-
ten Kanélen, jedoch liefert das Signal von Beginn bis kurz vor Ende der Kultivierung
verlassliche Daten. Da sich die Opazitdt aus den Daten der Transmission ableitet, ist
eine Berechnung fiir die hdchsten Zellzahlen nicht mehr méglich. Ahnlich wie das 20°
Streulicht ist auch die Transmission aufgrund der hohen Triibung am Ende der Kulti-
vierung nicht mehr messbar. Insgesamt sind die Streulichtdaten fiir eine Uberwachung
der Triibung wihrend einer Kultivierung mit tierischen Zellkulturen sehr gut geeignet.
Die verschiedenen Detektionswinkel zeichnen sich durch unterschiedliche Sensitivita-
ten und Dynamikbereiche aus. Damit ist eine Beschreibung der Zellzahl zu jeder Zeit
ohne Verdiinnung der Probe moglich. Die entwickelte Messzelle hebt sich somit von
anderen Triibungssensoren ab, welche in der Regel lediglich einen Detektionswinkel

berticksichtigen.

7.3. Perfusionsprozess im modularen

Single-Use-Bioreaktorsystem

Eine weitere Moglichkeit der Prozessfithrung sind kontinuierliche Prozesse. Analog
zum fed-batch-Prozess wird ebenfalls Ndhrmedium wéhrend des Prozesses zugege-
ben. Gleichzeitig wird allerdings auch zellhaltiges Medium und Produkt aus dem Re-
aktor entnommen. So wird nicht nur das Problem der Substratlimitierung gelost, viel-
mehr konnen auch toxische Stoffwechselprodukte abgefiihrt werden. Sowohl die Zu-
gabe als auch die Entnahme von Medium finden kontinuierlich mit einem bestimmten
Volumenstrom statt. Sind die Volumenstrome gleich und das Feed Medium richtig ge-
wahlt, kann sich ein stationdrer Gleichgewichtszustand einstellen. Die Wachstumsrate
der Zellen entspricht dabei exakt der Verdiinnungsrate, die durch den kontinuierlichen
Austausch von Medium reguliert wird. Vorteile kontinuierlicher Prozesse liegen in den
wegfallenden Totzeiten fiir Reinigung zwischen zwei Versuchsdurchgangen. Weiterhin
besitzen die Prozesse eine hohere Produktivitit als batch-Prozesse und erméglichen
so kleinere Reaktorgefél3e bei gleicher Produktausbeute. Die Produktivitdt kann durch
den Einsatz von Zellriickhaltesystemen noch weiter gesteigert werden. Diese Systeme
ermoOglichen hohe Zelldichten bei gleichzeitig hohem Durchsatz an Medium. Daraus
resultieren vor allem hohere Produkttiter, die kontinuierlich abgefiihrt werden kon-

nen.
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Die Durchfithrung kontinuierlicher Prozesse erfordert den Einsatz von online Mess-
technik zur Uberwachung der Zelldichte. Schwankungen der Wachstumsrate kénnen
bei konstanter Verdiinnungsrate zum Auswaschen der Zellen oder zur Zunahme der
Zelldichte und in der Folge zur Substratlimitierung fiihren. Daher ist eine zuverlassige
Regelung der zugehorigen Volumenstrome notwendig. In den vorhergehenden Versu-
chen konnte gezeigt werden, dass die entwickelte NIR-Streulicht-Messzelle zur online-
Uberwachung der Zelldichte von tierischen Zellkulturen geeignet ist. Insbesondere die
aus der Transmission errechnete Opazitét zeichnete sich im relevanten Triibungsbe-
reich durch einen guten Dynamikumfang und eine hohe Sensitivitit aus. Daher sollen
auch hier die aufgezeichneten Sensordaten mit den durch offline-Messungen ermit-
telten viablen Zellzahlen verglichen werden. Besonders herausfordernd ist hier die
notige Langzeitstabilitdt der Messung, aufgrund der deutlich ldngeren Laufzeit konti-
nuierlicher Prozesse.

Der zuvor beschriebene Prozess wurde in einem Ambr® 250 Modular System (Sarto-
rius Stedim Biotech) durchgefiihrt. Dieses System findet vor allem im Zuge der Pro-
zessoptimierung und Charakterisierung Anwendung und zeichnet sich durch Einweg-
Reaktorgefdl3e aus. Sie bestehen aus einem stabilen Kunststoff und sind mit samtli-
chem Equipment ausgestattet. Die vorsterilisierte Einweg-Messzelle kann hier mittels
aseptischen Schweiverbindungen thermoplastischer Schlduche integriert werden. Ei-
ne Peristaltikpumpe sorgt fiir einen kontinuierlichen Volumenstrom im Bypass. Einfliis-
se auf das Zellwachstum sollten hier durch den stdndigen Austausch von Medium und
das Abfithren von Zellen gemindert werden. Fiir die Zellriickhaltung wird ein ebenfalls
mittels 3D-Druck hergestellter mikrofluidischer Zellseparator verwendet [15].

Die wihrend des Prozesses aufgenommenen Werte der Opazitdt wurden mit den zuge-
horigen offline Daten zur viablen Zellzahl in Abbildung 7.5 gegen die Zeit aufgetragen.
Dabei lasst sich eindeutig erkennen, dass die Werte zur Opazitét iiber den gesamten
Prozesszeitraum dem Verlauf der viablen Zellzahl folgen. Dabei werden sowohl die
Zunahme als auch die zwischenzeitliche Abnahme der Zellzahl zuverlassig erkannt.
Im Verlauf der Kultivierung treten vereinzelt, zeitlich beschrankte Abweichungen von
den offline Daten auf (z. B. bei 275 h). Diese werden hauptsachlich durch Zelltriim-
mer oder -cluster ausgelost, die sich in der Messkammer ansammeln. Daher sollte das
System regelmél3ig, durch kurzzeitiges Erhohen der Flussrate, gespiilt werden.

Zu Beginn lasst sich eine kurze batch-Phase erkennen. Das Ende liegt bei ca. 75 h nach
Prozessbeginn und ist durch ein Plateau in den Messdaten erkennbar. Kurz darauf wur-

den der Volumenstrom fiir das Feed-Medium und die Zellriickhaltung gestartet. In der

57



KAPITEL 7. ONLINE MONITORING VON CHO-DG44 KULTIVIERUNGEN IN
VERSCHIEDENEN REAKTORSYSTEMEN

Opazitat
50 - x--VCC

w H
o o
1 1

Opazitat [Counts™]
S
|

VCC [10° Zellen*ml™]

10 4

0 — T T T T T T T T T T T T T 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Zeit [h]

Abbildung 7.5.: Viable Zellzahl (VCC) wihrend der Durchfiihrung eines kontinuierlichen Perfusi-
onsprozesses. Zusitzlich wurde die mit der Einweg-Streulicht-Messzelle aufgenom-
mene Opazitit dargestellt, welche sich aus der Transmission errechnet.

Folge steigt die Zellzahl wieder deutlich an bis schlie3lich eine quasi-stationire Phase
durch Erhohung der Flussrate fiir das Feed-Medium erreicht wird. Die Zellzahl be-
wegt sich im Folgenden {iber einen Zeitraum von ca. 50 h in einem Bereich zwischen
8-10 Mio. Zellen*ml ™. Anstieg und stationire Phasen sind auch anhand der aufge-
zeichneten Opazitit erkennbar. Im weiteren Verlauf sinkt die Zellzahl stark ab und
erreicht einen Wert von nur noch 4 Mio. Zellen*ml ™. Das Absinken der Zellzahl wur-
de durch eine Fehlfunktion des Zellriickhaltesystems ausgelost. Nach Austausch der
Retentionseinheit konnte die Zellzahl wieder deutlich gesteigert werden. Auch die
Opazitat steigt in der folgenden Phase wieder an. Der Anstieg setzt sich fort, bis eine
Zellzahl von etwa 12 Mio. Zellen*ml ™! erreicht wurde. Im Folgenden konnte die Zell-
zahl bis zu einer Prozesszeit von 400 h in einem Bereich von 11-13 Mio. Zellen*ml™*
gehalten werden.

Das Messsignal ist trotz dieser langen Betriebszeit noch zuverlédssig und bildet die Zell-
zahl verlésslich ab. Eine offline-Analyse der Zellzahl ist bei Einsatz des Sensors folglich
nicht mehr zwingend notwendig. Sie kann daher entweder vollstdndig ersetzt oder
durch die Sensordaten ergdnzt werden. Durch den Verzicht der manuellen sowie zeit-
und arbeitsintensiven Entnahme von offline-Proben, kann das Risiko von Kontamina-

tionen gemindert werden. Auflerdem wird die Ausbeute erhoht, da dem System kein
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zusidtzliches Volumen entnommen werden muss. Das Sensorsystem ist damit in der
Lage die Datenbasis fiir eine automatisierte Regelung des Volumenstroms und damit
der Verdiinnungsrate zu stellen. Durch die Nutzung von online-Daten wird dariiber
hinaus eine deutlich kiirzere Reaktionszeit ermoglicht, um auf Schwankungen in der
Zellzahl reagieren zu konnen. So vergehen — zwischen den beiden offline-Messpunkten
bei etwa 150 h nach Prozessbeginn — {iber 6 h bis die drastische Abnahme der Zell-
zahl bemerkt werden kann. In der Zwischenzeit lieferte das eingesetzte Sensorsystem
mit der Streulicht-Messzelle kontinuierlich Daten, die auf das schnelle Absinken der
Zellzahl hindeuten. Damit ist das Messsystem eine niitzliche Ergdnzung, um die Durch-
fiihrung komplexer Prozesse zu erleichtern und automatisierte Regelungssysteme zu

entwickeln.
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8. Online-Uberwachung der Biomasse
fiir Hochzelldichte-Verfahren

Das Sensorsystem konnte seine Eignung zur online-Uberwachung von tierischen Zell-
kulturen beweisen. Die hohen Anforderungen an Sterilitit, Messgenauigkeit und Lang-
zeitstabilitdt wurden dabei erfiillt. Weiterhin war der Dynamikumfang der NIR-Streu-
licht-Messzelle ausreichend, um alle Triibungsintensititen, die im Laufe einer Kultivie-
rung auftreten, erfassen zu konnen. Bei der Kultivierung von Mikroorganismen wer-
den allerdings deutlich hohere Triibungsintensititen erreicht, als dies bei tierischen
Zellkulturen der Fall ist. Um das Sensorsystem auch bei sehr hohen Triibungen zu
erproben, wurde eine Hochzelldichte-Kultivierung mit Komagataella phaffii durchge-
fiihrt.

8.1. Fed-Batch-Kultivierung von Komagataella phaffii
im 30 1 Edelstahlreaktor

Der Prozess wird als fed-batch-Kultivierung in einem 30 1 Edelstahlreaktor durchge-
fiihrt und dient der Produktion eines gelatinemimetischen Proteins (GelMP). Dieses
basiert auf der Alpha-Kette des humanen Kollagen I und steht unter der Kontrolle
des Promoters der Methanol-induzierbaren Alkoholoxidase. Daher gliedert sich der
Prozess in eine batch-Phase und eine anschlief3ende Produktionsphase, die durch die
Zufiitterung von Methanol gestartet wird. Fiir die batch-Phase werden 10 1 Medium
im Reaktor vorgelegt, welches mit den Zellen einer Vorkultur angeimpft wird. Wah-
rend dieser Phase nutzen die Zellen Glycerol als Kohlenstoff- und Energiequelle. Der
batch-Prozess endet mit Verbrauch des vorgelegten Glycerols.

Die NIR-Streulicht-Messzelle ist wahrend des gesamten Prozesses iiber einen Bypass
am Bioreaktor angeschlossen. Eine Peristaltikpumpe sorgt fiir einen kontinuierlichen
Volumenstrom. Die Einfliisse auf das Zellwachstum konnen aufgrund des Verhaltnisses
zwischen Bioreaktor- und Bypassvolumen, sowie der hohen Wachstumsrate und To-
leranz gegeniiber mechanischem Scherstress der Zellen, vernachléssigt werden. Als
Referenz zu den Streulichtmessungen wurden durch Probenentnahme und offline-

Messung sowohl die Biotrockenmasse (BTM) als auch die optische Dichte bei 600 nm
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(ODgqo) bestimmt. Diese haben sich als Methoden zur Uberwachung der Biomasse
wahrend einer Kultivierung etabliert und stellen somit eine gute Vergleichsmessung
fiir das Sensorsystem dar.

Die Gegeniiberstellung der Sensordaten mit den offline-Analysen ist in Abbildung 8.1 A
dargestellt. Fiir das Sensorsystem wurden die Streulichtintensitdten der verschiedenen
Detektionswinkel abgebildet, deren Verlaufe sich deutlich voneinander unterscheiden.
Die Transmission verhélt sich, wie erwartet, gegenldufig zur steigenden Zelldichte.
Die Signalintensitit sinkt, bis sie schliel8lich aufgrund zu hoher Triibung nicht mehr
messbar ist. Sie ist demnach nicht geeignet zur Uberwachung von hohen Triibungen.
Gleiches gilt fiir Streulicht, welches im 20° Winkel detektiert wird. Ahnlich wie die
Transmissionsmessung zeigt das Signal fiir niedrige Zelldichten eine hohe Sensitivi-
tat, steigt jedoch — anders als die Transmission — zundchst mit zunehmender Zelldich-
te an. Im weiteren Verlauf wird ein Intensitdtsmaximum erreicht, welches bereits in
Abschnitt 7.2 beobachtet werden konnte. Die Sattigung des Detektors konnte durch
Einstellen einer niedrigeren LED-Intensitdt behoben werden. Fiir weiter ansteigende
Zelldichten verlduft die Signalantwort des 20° Streulichts analog zur Transmission und
sinkt bis auf einen Wert nahe Null ab.

Das Ende der batch-Phase (bei etwa 20 h) lasst sich im 90° und 160° Messkanal klar
anhand einer deutlichen Anderung im Signalverlauf erkennen. Die Messungen des 90°
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Abbildung 8.1.: Streulichtmessungen mit der NIR-Streulicht-Messzelle wiahrend einer fed-batch-
Kultivierung mit Komagatealla phaffii. Als Referenzmessungen wurde zu bestimm-
ten Zeitpunkten die OD600 und die BTM bestimmt. Dargestellt sind die vier Streulicht-
messkanéle mit Referenzmessungen iiber den gesamten Kultivierungszeitraum (A),
sowie ausgewdhlte Kanéle zusammen mit der optischen Dichte in den ersten 12 h
nach Prozessbeginn (B).
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Streulichts und des Riickstreulichts (160°) sind weitaus weniger sensitiv und zeigen
folglich geringere Signaldnderungen im Bereich niedriger Triibungen. Im 90° Detek-
tionswinkel zeigt sich ebenfalls ein Intensitdtsmaximum. Dieses tritt jedoch erst bei
hoheren Zelldichten auf und erreicht nicht das Detektionslimit des Sensors. Weiter-
hin ist das Signal auch bei hohen Zelldichten am Ende der Kultivierung noch messbar,
sinkt jedoch hier mit steigender Zelldichte wieder ab. Der 90° Detektionswinkel besitzt
damit einen deutlich hoheren Dynamikumfang als die beiden zuvor genannten Detek-
tionswinkel. Eine einfache Uberwachung der Biomasse ist jedoch aufgrund der wech-
selnden Signalantwort, mit zunéchst steigenden und anschliel3end sinkenden Werten,
erschwert.

Einzig die Messung des Riickstreulichts bildet den Verlauf der Biomasse auch bei ho-
hen Zelldichten korrekt ab. Dabei verlaufen sowohl die offline bestimmten Werte der
ODg, als auch der Biotrockenmasse nahezu deckungsgleich mit der Intensitit des
Riickstreulichts. Das gilt auch fiir die hohen Triibungen, die am Ende der Kultivierun-
gen auftreten. Hier konnte eine ODg,, von deutlich iiber 200 AU festgestellt werden.
Im Gegensatz zur Referenzmessung mit einer konventionellen Kiivette, muss die Pro-
be bei der Messung mit dem Sensor nicht verdiinnt werden. Das ist ein deutlicher
Vorteil und zeigt, dass das Sensorsystem auch zur Uberwachung von Hochzelldichte-
Kultivierungen eingesetzt werden kann. Die Detektion noch hoherer Zelldichten er-
scheint moglich, sollte aber weiter untersucht werden. Limitiert wird die Detektion vor
allem durch die Sattigungsgrenze der jeweiligen Photodiode. Da es sich um eine Re-
flexionsmessung handelt, ist ein im weiteren Verlauf wieder absinkendes Signal nicht
wahrscheinlich. Vielmehr wird ab einer gewissen Zelldichte die Eindringtiefe des ein-
gestrahlten Lichts so gering werden, dass von einer Grenzflachenmessung gesprochen
werden kann. Das Sensorsignal wird sich folglich einer Sattigungsgrenze anndhern,
ab welcher eine Zunahme der Triibung nicht mehr detektiert werden kann.

Fiir die Uberwachung im niedrigen Triibungsbereich eignet sich das Riickstreulicht
nicht. Die Detektion ist im Vergleich zu den anderen Kanédlen wenig sensitiv. Das kurz-
zeitige Absinken des Signals konnte auf eine Anderung der Viskositit des Mediums bei
steigenden Zelldichten zuriickzufiihren sein. Die Anderung der Viskositit hat Einfluss
auf den Brechungsindex an der Grenzflache vom Fenster zum Medium und beeinflusst
damit die Reflexion des eingestrahlten Lichts am Fenster, welches vom Detektor des
Riickstreulichts aufgenommen wird. Wie jedoch bereits zuvor gezeigt werden konn-
te, stellt die aus der Transmissionsmessung berechnete Opazitét eine gute Methode

zur Uberwachung niedriger Zelldichten dar. Daher wurde diese zusammen mit der
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optischen Dichte bei 600 nm aufgetragen (Abbildung 8.1 B). Die Grafik zeigt den
Zeitabschnitt bis 12 h nach Prozessbeginn. Zusétzlich wurde auch die Signalintensitat
des 90° Streulichts aufgetragen. Beide Messungen sind in der Lage die Anderungen
bei niedrigen Triibungen gut wiederzugeben und dhneln sich im dargestellten Zeit-
abschnitt sehr stark. Das 20° Streulicht zeigt eine ebenfalls gute Sensitivitiat, wurde
jedoch aufgrund der frithen Sattigung des Signals nicht fiir weitere Vergleiche her-
angezogen. Insgesamt ermoglicht die NIR-Streulichtmesszelle mit den vier Messkana-
len eine zuverlissige Uberwachung iiber einen weiten Triibungsbereich und ist dabei
nicht auf Verdiinnung oder anderweitige Probenvorbereitungen angewiesen. Beson-
ders hervorzuheben ist dabei die Messung von optischen Dichten, welche im Bereich
von 200 AU liegen. Damit ist ein wichtiges Kriterium gegeben, um den Sensor fiir ein
breites Spektrum an Prozessen im Bereich mikrobiologischer Kultivierungen einsetzen

zu konnen.
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9. UV/VIS-Spektroskopie zur
Qualitatskontrolle im
Aufreinigungsprozess eines

monoklonalen Antikorpers

Die bisherigen Einsédtze des Sensors beschrankten sich auf den Upstream-Teil einer
vollstindigen Bioprozesskette. Dabei konnte insbesondere die NIR-Streulicht-Mess-
zelle zur Uberwachung des Zellwachstums genutzt werden. Messzellen zur Messung
der Absorption waren aufgrund der Komplexitdt und hohen Absorptionseigenschaften
der zu messenden Proben nur eingeschrankt nutzbar. Im Zuge der Herstellung eines
biopharmazeutischen Produkts wird der Aufreinigung und damit dem Downstream-
Bereich allerdings ebenfalls grof3e Bedeutung zugeschrieben. Im Zuge der verschiede-
nen Aufreinigungsschritte miissen verschiedene Komponenten entfernt werden, um
die Reinheit des jeweiligen Produkts zu verbessern. Spektroskopische Verfahren wie
die UV/VIS-Spektroskopie zeichnen sich durch ihre hohe Sensitivitdt und die Fihigkeit
der simultanen Detektion mehrerer Analyten aus. Sie besitzen damit optimale Vor-
aussetzungen, um den Aufreinigungsprozess zu dokumentieren und zu iiberwachen.
Durch die Abtrennung der Biomasse nach der Kultivierung, wird die spektroskopische
Analyse der Proben bereits deutlich vereinfacht. Beispielsweise wird die Identifika-
tion einzelner Komponenten anhand von Absorptionsspektren moglich. In den fol-
genden Abschnitten wird die Einweg-Absorptionsmesszelle daher zur Uberwachung
verschiedener Abschnitte im Aufreinigungsprozess eines monoklonalen Antikorpers

eingesetzt.

9.1. Uberwachung des Capture-Schritts

Der erste Schritt der chromatographischen Aufreinigung eines monoklonalen Antikor-
pers ist der Capture-Schritt. In der Regel wird hierbei auf eine Protein A Affinitédtschro-
matographie zuriickgegriffen. Dabei werden die spezifischen Wechselwirkungen zwi-
schen Immunglobulinen und immobilisiertem, rekombinantem Protein A ausgenutzt.

Beim Auftragen der Probe auf die Chromatographiesidule binden die Antikérper an
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das Saulenmaterial. Alle anderen ungebundenen Bestandteile werden in einem nach-
folgenden Waschschritt von der Sadule gespiilt. Dazu zdhlen unter anderem host cell
proteins (HCPs), also zelleigene Proteine. Der gebundene Antikdrper wird anschlie-
Rend durch einen Puffer mit niedrigem pH-Wert eluiert. Die hohe Spezifitiat der Bin-
dung zwischen Protein A und Antikorper stellt dabei sicher, dass der Antikorper in der
Elutionsfraktion in deutlich erhéhter Reinheit vorliegt. Der Verlauf einer Chromato-
graphie wird in der Regel bereits mithilfe von Durchflussmesszellen spektroskopisch
tiberwacht. Diese sind meist fest in das Chromatographiesystem integriert und wieder-
verwendbar. Die integrierten Systeme zeichnen dabei die Absorption bei 280 nm auf.
Diese Wellenldnge eignet sich gut zur Detektion von Antikérpern, da diese als Protei-
ne eine starke Absorption in diesem Wellenldngenbereich aufweisen. Um die Eignung
des Sensorsystems zur Uberwachung chromatographischer Systeme zu iiberpriifen,
wurde eine Absorptionsmesszelle in den Probenstrom einer fast protein liquid chro-
matography (FPLC-)Anlage integriert und die Absorption bei 280 nm wéahrend einer
Protein A Chromatographie aufgezeichnet. Der Anschluss erfolgt dabei iiber gebrauch-
liche Schlauche aus Polyetherketon (PEEK) mit 0,5 mm ID und 1/16” AD. Somit sind
keine weiteren Anderungen am System nétig und ein Anschluss der Messzelle ist je-
derzeit moglich. Die Messzelle besitzt eine exakte Pfadlange von 1,19 mm und wird
zusammen mit einem faseroptischen Spektrometer betrieben.

Die Gegentiberstellung der Absorptionswerte der entwickelten Einweg-Messzelle (Bio-
FlowCell) mit den Daten des integrierten Systems (UV-Monitor) zeigt Abbildung 9.1.
Die Absorptionswerte der Zellen wurden dabei normiert, um die unterschiedlichen
Pfadlingen auszugleichen. Fiir die Chromatographie wurde der Uberstand einer Kul-
tivierung mit dem zuvor genannten CHO-DG44-Stamm verwendet. Der erste Peak bil-
det den Waschschritt und somit die Absorption unerwiinschter Bestandteile ab, die
nicht an die Sdule gebunden haben. Im darauffolgenden Peak lésst sich die Elutions-
fraktion beobachten, die zum Grol3teil aus dem monoklonalen Antikorper besteht. Der
Vergleich beider Systeme zeigt keine qualitativen Unterschiede im Verlauf der Absorp-
tionswerte. Beide Peaks werden erfolgreich vom entwickelten Sensorsystem erfasst.
Die verwendete Einweg-Messzelle verursacht dabei keine sichtbare Verzerrung der
Peakform. Lediglich die Peakhohen unterscheiden sich leicht voneinander. So wére bei
vorhandenen Totzonen innerhalb der Messkammer oder anderen fluiddynamischen
Effekten ein flacherer Anstieg (fronting) oder ein verzogertes Absinken (tailing) der
Absorption sichtbar geworden. Dies wiirde das Auffangen der verschiedenen Fraktio-

nen und damit die weitere Verwendung des aufgereinigten Antikorpers erschweren,

65



KAPITEL 9. UV/VIS-SPEKTROSKOPIE ZUR QUALITATSKONTROLLE IM
AUFREINIGUNGSPROZESS EINES MONOKLONALEN ANTIKORPERS

e J\/-Monitor
2,0 | BioFlowCell

J

1,04

Absorption 280 nm [rel. AU]

LU

T T T ' T y T
0 5 10 15 20 25

Zeit [min]

Abbildung 9.1.: Verlauf der normierten Absorption bei 280 nm wéahrend des Capture-Schrittes
zur Aufreinigung eines monoklonalen Antikoérpers. Dargestellt ist die Mes-
sung mit einem integrierten System (UV-Monitor) und der entwickelten Einweg-
Absorptionsmesszelle (BioFlowCell).

Tabelle 9.1.: Analyse der Peakflichen der zur Uberwachung des Capture-Schritts verwendeten Sensor-
systeme.

UV-Monitor BioFlowCell

Peaknummer max. Abs. [AU] Flache [%] max. Abs. [AU] Flache [%]
1 1,71 85,48 1,68 84,33
2 1,98 14,43 1,78 15,66

sowie Zeit- und Pufferbedarf erh6hen.

Eine Analyse der Peakfldchen zeigt, dass die Abweichung zwischen beiden Systemen
knapp tiber 1 % liegt (Tabelle 9.1). Diese Abweichung kann durch Ungenauigkei-
ten in der Bestimmung der exakten Pfadldnge der Einweg-Messzelle bedingt sein.
Ein dadurch moéglicherweise fehlerhafter Korrekturfaktor erschwert den Vergleich bei-
der Messungen. Dariiber hinaus sind die Absorptionswerte direkt abhidngig von der
zu Beginn erfolgten Referenzmessung, welche beide Systeme unabhingig voneinan-

der durchfiihren. Diese Referenzmessung dient als Nullwert und wird zusammen mit
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den spateren Messwerten zur Berechnung der jeweiligen Absorption verwendet. Ab-
schlieend kann jedoch festgehalten werden, dass das entwickelte Sensorsystem eine
geeignete Alternative zum integrierten System bietet. Die kostengiinstig hergestellte
Einweg-Absorptionsmesszelle stellt damit eine qualitativ gleichwertige Methode zur

Uberwachung eines chromatographischen Aufreinigungsprozesses dar.

9.2. Anionenaustauschchromatographie zur

Abtrennung von Nukleinsauren

Nach Beendigung des Capture-Schritts folgen in der Regel weitere chromatograhi-
sche Verfahren. Diese werden als Polishing-Schritte bezeichnet und haben das Ziel, die
Reinheit des monoklonalen Antikorpers weiter zu steigern. Mithilfe einer Anionenaus-
tauschchromatographie (AEX) lassen sich beispielsweise Nukleinsduren aus der Pro-
duktlosung entfernen. Im Fall von sekretierten Proteinen kann zwar ein Grof3teil der
Nukleinsduren (DNA bzw. RNA) bereits wihrend der Zentrifugation zusammen mit
den intakten Zellen abgetrennt werden. Dennoch konnen sich Restbestandteile lysier-
ter Zellen im Uberstand befinden, die im Zuge der Aufreinigung entfernt werden miis-
sen. Im Fall von intrazelluldren Proteinen, miissen die Zellen ohnehin aufgeschlossen
werden. Dabei gehen die Nukleinsduren ins Medium {iber und lassen sich nicht mehr
durch Zentrifugation entfernen. Der Capture-Schritt entfernt nur einen Teil der Nukle-
insduren im Zuge des Waschvorgangs, eine nachfolgende AEX trennt die verbliebenen
Nukleinsduren gezielt ab.

Die Kontrolle der erfolgreichen Abtrennung der Nukleinsiduren ist mit einem konven-
tionellen UV-Detektor nur bedingt moglich, da in der Regel lediglich die Absorption bei
280 nm gemessen wird. Nukleinsduren besitzen ihr Absorptionsmaximum allerdings
bei 260 nm und lassen sich somit spektroskopisch von Proteinen unterscheiden. Das
entwickelte Sensorsystem ist in der Lage die Absorption verschiedener Wellenldngen
zu ermitteln und sollte somit auch in der Lage sein diesen Polishing-Schritt zu iiber-
wachen. Analog zum Capture-Schritt soll daher die Abtrennung von Nukleinsduren
wahrend einer AEX mit dem Sensorsystem iiberwacht werden.

Bei der AEX folgt, nach der Auftragung der Probe auf die Siule, ein Waschvorgang,
welcher ungebundene Komponenten wie den Antikorper von der Séule spiilt (Flow-
Through). Negativ geladene Substanzen wie Nukleinsduren binden an die Saule und

werden erst im weiteren Verlauf durch Anlegen eines Salzgradienten von der Sau-
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le eluiert. Um zu ermitteln, wie Nukleinsduren von der Siule eluieren, wurden drei
verschiedene Proben chromatographisch in einem AEX-Durchgang aufgetrennt und
mithilfe der Einweg-Absorptionsmesszelle analysiert. Abbildung 9.2 zeigt die Chro-
matogramme der verschiedenen Proben. Die ersten beiden Proben enthalten jeweils
entweder aufgereinigten Antikorper oder DNA. Eine weitere Probe enthalt beide Kom-
ponenten. Ein Vergleich der verschiedenen Chromatogramme macht deutlich, dass der
Antikorper direkt zu Beginn ohne signifikante Wechselwirkung mit der Sdule detektiert
wird (A). Dies ist erkennbar an dem Auftragungspeak direkt zu Beginn des Versuchs.
Im weiteren Verlauf konnen bei dieser Probe keine weiteren Stoffe detektiert werden.
Eventuell vorhandene DNA eluiert erst deutlich spéter durch Anlegen des Salzgradien-
ten von der Sdule. Diese Beobachtung zeigt sich bei der Probe, welche lediglich DNA
enthélt (B). Hier lassen sich drei Peaks erkennen, die zum Ende der Chromatogra-
phie eluieren. Der zuvor beobachtete Auftragungspeak ist hier nicht vorhanden. Das
Chromatogramm der Probe mit beiden Komponenten zeigt alle zuvor beschriebenen
Peaks.

Die Auftrennung lasst sich anhand der beiden dargestellten Wellenldngen erkennen.
Wahrend des Auftragungspeaks, welcher vor allem durch den Antikérper verursacht
wird, dominiert die Absorption bei 280 nm. Fiir die spiteren Peaks in der Elutionspha-

se zeigt sich hingegen eine hohere Absorption bei 260 nm. Hier sind also vor allem
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Abbildung 9.2.: Chromatogramme der Anionenaustauschchromatographie. Die Absorptionswerte
bei 260 nm und 280 nm wurden mit der Einweg-Absorptionsmesszelle und einem fa-
seroptischen Spektrometer aufgenommen. Dargestellt sind verschiedene zusammen-
gesetzte Proben: aufgereinigter Antikorper (A), aufgereinigte DNA (B) sowie eine Mi-
schung aus Antikérper und DNA.
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Nukleinsduren verantwortlich fiir die Absorption. Die parallele Detektion beider Wel-
lenldngen erlaubt folglich die Auftrennung von Antikérper und Nukleinsduren zu de-
tektieren. Gegeniiber Sensoren, welche die Absorption lediglich bei 280 nm erfassen,
ergibt sich eine hohere Sensitivitét fiir die Detektion von Nukleinsduren. Dartiber hin-
aus lassen sich beide Komponenten anhand der unterschiedlichen Absorptionsmaxima
eindeutig voneinander unterscheiden.

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob die Signalantwort auch eine Quan-
tifizierung der enthaltenen Nukleinsduren erméglicht. Dazu wurde eine Antikorper-
Losung mit verschiedenen Mengen an Nukleinsduren versetzt. Durch dieses Spiking-
Experiment konnen Proben mit unterschiedlich starken Verunreinigungen simuliert
werden. Dabei soll untersucht werden, ob das Sensorsystem diese Verunreinigung de-
tektieren kann und weiterhin eine quantitative Aussage iiber den Grad der Verun-
reinigung moglich ist. Die Chromatogramme der verschiedenen Proben sind in Ab-
bildung 9.3 dargestellt. Die einzigen Unterschiede sind in den drei Peaks wihrend
der Elutionsphase zu erkennen. Der Auftragungspeak am Anfang des Prozesses wird
durch die unterschiedlichen Mengen DNA nicht beeinflusst. Dadurch wird die vor-
herige Annahme bestétigt, dass Nukleinsduren am Ende des Prozesses durch Anle-

gen des Salzgradienten eluieren. Anhand der dargestellten Chromatogramme wird
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Abbildung 9.3.: Spiking-Experiment mit verschiedenen DNA-Konzentrationen. Dargestellt sind die
Chromatogramme verschiedener AEX Durchldufe. Die Absorption bei 260 nm wurde
mit der Einweg-Absorptionsmesszelle und einem faseroptischen Spektrometer aufge-
nommen. Die aufgetragenen Proben unterscheiden sich nur in der Menge an enthal-
tener DNA.
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ebenfalls deutlich, dass die Peakhohe wihrend der Elution mit zunehmender DNA-
Konzentration grof3er wird. Zur Untersuchung der Korrelation zwischen Sensorsignal
und DNA-Konzentration werden die Peakflachen berechnet und gegen die enthaltene
Konzentration von Nukleinsduren aufgetragen (Abbildung 9.4). Dabei wird eine Kor-
relation beider GroRen ersichtlich. Eine ebenfalls durchgefiihrte Regressionsanalyse
zeigt einen linearen Zusammenhang mit einem Bestimmtheitsma@ von 0,994.

Das Sensorsystem mit Einweg-Absorptionsmesszelle ist damit geeignet zur Uberwa-
chung der Abtrennung von Nukleinsduren mittels AEX. Im Gegensatz zu bestehen-
den Systemen, die lediglich mit einer Wellenldnge arbeiten, ist mit der entwickelten
Messzelle eine Unterscheidung zwischen Nukleinsduren und Proteinen moglich. Die
Messung kann folglich eine erfolgreiche Abtrennung der Nukleinsduren wihrend des
Prozesses nachweisen. Weiterhin ist auch die Quantifizierung der abgetrennten Nu-
kleinsduren anhand der Messdaten moglich. Somit kann ohne weitere Analytik die

Effizienz der Chromatographie tiberpriift werden.
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Abbildung 9.4.: Auftragung der Peakflichen wihrend der Elutionsphase gegen die jeweilige Kon-
zentration an DNA in der Probe.
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9.3. Detektion von Antikorper-Aggregaten

Neben prozessbedingten Verunreinigungen wie Proteinen und Nukleinsduren, miissen
im Zuge des Aufreinigungsprozesses auch produktbedingte Verunreinigungen entfernt
werden. Im Fall des monoklonalen Antikorpers gehoren vor allem Antikorperfragmen-
te und -aggregate zu dieser Gruppe. Eine Verunreinigung mit Aggregaten ist bei ei-
ner spateren therapeutischen Verwendung des Antikorpers nicht erwiinscht, da hier-
durch unerwiinschte Immunreaktionen verursacht werden kénnen. Ebenfalls konnte
die Aktivitiat aggregierter Antikorper verringert sein. Der Aggregatanteil des Produkts
ist somit ein wichtiges Qualitdtsmerkmal und die Bestimmung Teil der abschlieenden
Qualitédtskontrolle. Sie konnen nicht nur wahrend des Upstream-Prozesses aufgrund
fehlerhafter Proteinfaltung entstehen. Auch der niedrige pH-Wert wahrend der Protein
A Elution kann eine Aggregation des Antikorpers induzieren. Dariiber hinaus schlie-
Ben sich haufig Verfahren zur Virusinaktivierung an, welche bei niedrigem pH-Wert
stattfinden.

Aggregate lassen sich beispielsweise mithilfe einer Hydrophoben-Interaktionschroma-
tographie (HIC) oder einer Kationenaustauschchromatographie (CEX) entfernen. Fiir
grollere Probenmengen wird in der Regel eine CEX verwendet, welche zwischen dem
Capture-Schritt und der AEX durchgefiihrt wird. Die CEX wird im Bind-and-Elute-
Modus betrieben und trennt nach Molekiilladung auf. Da lediglich positiv geladene
Molekiile an die Saule binden wird der Prozess bei einem pH Wert unterhalb des iso-
elektrischen Punkts des Zielproteins (mAb) durchgefiihrt. Molekiile mit schwécheren
Wechselwirkungen als der Antikorper werden wéahrend des Waschschritts von der Sau-
le gewaschen. Aggregate besitzen héufig eine hohere Ladung als das Monomer und
binden daher stdrker an die Saule. Durch Anlegen eines Salzgradienten werden an-
schliel3end zunéchst Molekiile mit schwécherer Ladung verdrangt. Folglich eluiert zu-
nachst das Monomer, wihrend die Aggregate auf der Sdule verbleiben.

Die Bestimmung des Aggregatanteils des Produkts wird anschlielend mittels HPLC-
SEC vorgenommen. Die enthaltenen Komponenten werden der Grofde nach aufge-
trennt, sodass sich bei Vorhandensein von Aggregaten neben dem Peak fiir das Mo-
nomer ein zusitzlicher Peak im Chromatogramm zeigt. Dieser ist zeitlich vor dem
Monomer-Peak des Antikérpers zu sehen. Uber die ermittelten Peakflidchen lisst sich
schliel3lich der Anteil an Aggregaten bestimmen. Weiterhin konnen Antikorperaggre-
gate auch spektroskopisch iiber die Aufnahme von Absorptionsspektren detektiert wer-

den. Dieses Verfahren ist schneller und erfordert weniger Probenvorbereitung als eine
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HPLC-SEC. Mithilfe der entwickelten Einweg-Absorptionsmesszelle konnen ebenfalls
Absorptionsspektren aufgenommen werden. Somit konnte das Sensorsystem die er-
folgreiche Abtrennung von Aggregaten in der zuvor beschriebenen CEX erfassen. Die
Produktqualitdt konnte so ohne zusitzliche Analytik bestimmt werden.

Um die erfolgreiche Detektion von Aggregaten zweifelsfrei nachweisen zu kénnen,
werden verschiedene Proben mit unterschiedlichen Aggregatanteilen mit der Mess-
zelle und der HPLC-SEC analysiert. Die HPLC-SEC dient dabei als Referenzmessung.
Zur Herstellung der Proben muss zunéchst eine Methode zur reproduzierbaren Bil-
dung von Aggregaten etabliert werden. Bei Voruntersuchungen wurde der Einfluss
verschiedener Faktoren auf die Aggregatbildung untersucht. Dabei konnte festgestellt
werden, dass wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Antikorperlésungen zu einer
vermehrten Aggregatbildung fithren. Daher wurden, ausgehend von einer Antikorper-
Stammlosung, verschiedene Proben nach diesem Verfahren hergestellt. Diese unter-
scheiden sich in der Anzahl von Gefriervorgdangen (Zyklen). Ein Zyklus besteht da-
bei aus dem Einfrieren und anschlie@endem Auftauen einer Probe. Die verschiedenen
Proben wurden nachfolgend mittels HPLC-SEC auf ihren Aggregatanteil untersucht.
Die zugehorigen Chromatogramme sind in Abbildung 9.5 dargestellt. Zu sehen ist die
Stamml6ésung sowie zwei Proben mit jeweils 10 bzw. 50 Zyklen. Fiir alle Proben ist
ein klarer Monomer-Peak bei einer Retentionszeit von 8,5 min erkennbar. Die Peak-

hohe nimmt dabei mit steigender Anzahl an Zyklen ab. Ebenso ldsst sich ein kleiner
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Abbildung 9.5.: Chromatogramme der HPLC-SEC. Dargestellt ist die Absorption bei 280 nm {iber die
Zeit. Gemessen wurden Proben mit unterschiedlicher Anzahl an Gefrier- und Auftau-
vorgédngen, sowie eine Standard-Probe. Ganzes Chromatogramm (A), Ausschnitt des
Aggregat-Peaks (B).
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vorgelagerter Peak beobachten, der auf Aggregate zuriickzufiihren ist. Dieser ist insbe-
sondere bei 50 Zyklen deutlich ausgepragter als in der Standard-Probe. Mit zunehmen-
der Zyklusanzahl verschiebt sich demnach die Intensitdt des Monomer-Peaks hin zum
Aggregat-Peak. Die Analyse der Peakflichen und -hohen zeigt einen Aggregatanteil
von 2,17 % bis zu 5,51 % (Tabelle 9.2). Weiterhin lasst sich auch ein klarer Zusam-
menhang zwischen Zyklusanzahl und Aggregatanteil erkennen. Jede Steigerung der

Zyklusanzahl fiihrt zu einer sukzessiven Zunahme an Aggregaten.

Tabelle 9.2.: Analyse der Peakflachen und -héhen der HPLC-SEC Chromatogramme. Proben sind nach
aufsteigender Anzahl an Einfrier- und Auftauvorgédngen (x FT) geordnet.

Aggregat Monomer

Flache [%] Hohe [%] Fliache [%] Hohe [%)]

Standard 2,17 2,14 97,83 97,86
10 x FT 2,54 2,37 97,46 97,63
15 x FT 2,88 2,61 97,12 97,39
30 x FT 4,23 3,88 95,77 96,12
40 x FT 5,46 4,65 94,54 95,35
50 x FT 5,51 4,77 94,49 95,23

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich mit diesem Verfahren gezielt Aggre-
gate bilden lassen. Daher soll nun anhand dieser Proben, der Einfluss von Aggre-
gaten auf das Absorptionsspektrum einer Antikorperlésung untersucht werden. Las-
sen sich hier charakteristische Verdnderungen erkennen, ist eine optische Detektion
moglich. Zur Aufnahme der Absorptionsspektren wurden die Proben in eine Einweg-
Absorptionsmesszelle gepumpt und mithilfe des faseroptischen Spektrometers analy-
siert. Die Absorptionsspektren fiir einen Teil der Proben sind in Abbildung 9.6 darge-
stellt. Hier zeigt sich zunachst der charakteristische Absorptionsverlauf fiir Proteine.
Alle Proben besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Der Absorptionswert im
Maximum unterscheidet sich dabei nur minimal zwischen den verschiedenen Proben.
Signifikante Verdnderungen lassen sich im Wellenlangenbereich iiber 300 nm erken-
nen. Wahrend die unbehandelte Standard-Probe in diesem Bereich kaum messbare
Absorption aufweist, besitzen die behandelten Proben eine deutlich erhohte Absorp-
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tion. Diese ist im Fall von 50 Zyklen nochmals ausgepragter als bei 10 Zyklen. Durch
halblogarithmische Auftragung lassen sich diese Unterschiede weiter verdeutlichen
(Abbildung 9.6 B). Da reine Proteinproben im Bereich tiber 320 nm keine Absorption
zeigen und eine Verunreinigung anhand der Standard-Probe ausgeschlossen werden
kann, lasst sich diese Absorptionszunahme der Streuung an Aggregatpartikeln zuord-

nen.
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Abbildung 9.6.: Aufnahme von Absorptionsspektren zur Detektion von Antikérper-Aggregaten.
Absorptionsspektren der Proben mit unterschiedlicher Anzahl an Gefrier- und Auf-
tauvorgingen, sowie einer Standard-Probe (A). Halblogarithmische Auftragung der
Spektren (B). Die Spektren wurden mit der Einweg-Absorptionsmesszelle und einem
faseroptischen Spektrometer aufgenommen.

Eine weitere Methode zur Charakterisierung von Antikorperproben auf Basis von Ab-
sorptionsmessungen bietet die Berechnung des Aggregationsindex (Abschnitt 12.7.6).
Dieser zieht die Absorptionswerte bei 280 nm und 350 nm heran und berechnet dar-
aus ein Verhéltnis, welches den Anteil an Aggregaten in einer Probe widerspiegelt.
Anhand der aufgenommen Absorptionsspektren wurde der Aggregationsindex fiir die
analysierten Proben berechnet (Tabelle 9.3). Die berechneten Werte bestitigen die
Detektion von Aggregaten mithilfe des Sensorsystems. Dabei ist nicht nur eine quali-
tative Aussage iiber das Vorhandensein von Aggregaten moglich. Vielmehr lasst sich
die vermehrte Bildung von Aggregaten bei wachsender Zyklusanzahl auch anhand
des Aggregationsindex erkennen. Das Sensorsystem stellt damit eine verlassliche Al-

ternative zur Qualitatskontrolle von Antikérperlésungen dar. Die optische Messung
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mit der Einweg-Messzelle ist schnell, zerstorungsfrei und benétigt wenig Probenvolu-
men. Weiterhin kann die Aufnahme der Absorptionsspektren auch inline wéahrend des
Aufreinigungsprozesses stattfinden. Das Sensorsystem ermoglicht somit eine liicken-
lose Qualitatsiiberwachung ohne die Notwendigkeit einer Probenentnahme und kann

damit auch fiir kontinuierliche Aufreinigungsprozesse eingesetzt werden.

Tabelle 9.3.: Berechnung der Aggregationsindizes, basierend auf den mit dem Sensorsystem ermittel-
ten Absorptionswerten.

Abs. 280 nm Abs. 350 nm Aggregationsindex

Standard 0,286 0,001 0,21
10 x FT 0,284 0,02 7,59
15 x FT 0,304 0,024 8,66
30 x FT 0,313 0,052 20,06
40 x FT 0,305 0,047 18,34
50 x FT 0,298 0,05 20,31
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10. Zusammenfassung und Ausblick

Die Arbeit beschreibt das Konzept einer Einweg-Durchflussmesszelle zur spektrosko-
pischen Bioprozessiiberwachung. Mit den entwickelten Prototypen und den daraus re-
sultierenden Funktionsmustern wurde zunichst die Validierung der gewéhlten Mess-
methode durchgefiihrt. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedenste Ap-
plikationen im Up- und Downstream-Bereich untersucht. Der Sensor konnte erfolg-
reich zur Uberwachung von tierischen Zellkultivierungen an verschiedensten Reaktor-
systemen eingesetzt werden. Auch eine Hochzelldichte-Kultivierung mit einem Hefes-
tamm wurde in diesem Zusammenhang durchgefiihrt. Zentrale Erkenntnis war hier-
bei die prizise Uberwachung der Biomasse mit groRem Dynamikbereich. Nachfolgend
wurden weitere Anwendungsmoglichkeiten des Sensors im Bereich der Aufreinigung
eines monoklonalen Antikorpers gezeigt. Hier zeigte sich grof3es Potential, weshalb
sich zukiinftige Arbeiten speziell mit der Etablierung des Sensors im Bereich der Qua-
litdtskontrolle im Downstream-Bereich befassen sollten.

Der Sensor ist modular aufgebaut und setzt sich immer aus einer Einweg-Messzelle
und einem wiederverwendbarem Messzellenhalter zusammen. Die Messzelle wird im
3D-Druck-Verfahren aus biokompatiblem ABS-Kunststoff gefertigt und besitzt Fenster
aus Quarzglas zur Einkopplung von Licht. Dafiir stehen optische Schnittstellen zur Ver-
fligung, die es ermoglichen verschiedene Lichtquellen und Detektoren anzuschlieen.
Die Messzelle ist in zwei verschiedenen Konfigurationen entwickelt worden, um ver-
schiedene Messtechniken zu ermoglichen. Zum einen besteht die Moglichkeit Absorp-
tionsmessungen mit Pfadlangen im Bereich von 1,5 mm bis 20 mm durchzufiihren.
Dabei kann sich die Messung auf ausgewihlte Wellenldngen beschranken oder die Auf-
nahme ganzer Absorptionsspektren mit einem faseroptischen UV/VIS-Spektrometer
durchgefiihrt werden. Eine zweite Messzellen-Konfiguration ist fiir die Detektion von
Streulicht in verschiedenen Winkeln geeignet. Der zugehorige Messzellenhalter bein-
haltet die gesamte Messtechnik, welche eine Laserdiode zur Anregung und Photodi-
oden fiir die verschiedenen Detektionswinkel (Transmission, 20°, 90°, 160°) umfasst.
Die Anbindung der Einweg-Messzellen an den jeweiligen Bioprozess erfolgt iiber das
Verschweil3en steriler Schlauchverbindungen. Im Zuge des Herstellungsprozesses wird
die Messzelle mit versiegelten Schlauchstiicken bestiickt und abschlie3end durch Be-
strahlung mit Gammastrahlung sterilisiert. Auf diese Weise ist eine einfache Handha-

bung und Installation ohne die Notwendigkeit einer Sterilbank moglich.
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Da die Sterilitdat der Messzelle fiir die spatere Anwendung gewahrleistet sein muss,
wurden verschiedene Sterilisationsmethoden zur Sterilisierung von 3D-Druck Mate-
rialien evaluiert. Hinsichtlich Effektivitdt und Praktikabilitdt konnte lediglich die Be-
strahlung mit Gammastrahlung tiberzeugen. Weitergehend wurde durch in vitro Zy-
totoxizitatstests die Biokompatibilitdt der Materialien iiberpriift (ISO 10993-5:2009).
Nachgewiesene Biokompatibilitdt und optimale Materialeigenschaften fiihrten letzt-
lich zur Auswahl von ABS als Material fiir die Fertigung der Messzelle. Auch die opti-
schen Eigenschaften des Fenstermaterials wurden an dieser Stelle untersucht. Voraus-
setzung flir den Einsatz im Sensorsystem war eine insgesamt hohe Transmission im
gesamten Messbereich, wobei besonderer Fokus auf dem UV-Bereich lag. Als einziges
Material, welches diesen Anspruch auch nach der Bestrahlung mit Gammastrahlung
erfiillt, konnte Quarzglas identifiziert werden. Nach erfolgter Materialauswahl konn-
ten erste Funktionsmuster zur Untersuchung des Verweilzeitverhaltens in der Mess-
kammer hergestellt werden. In Messzellen mit kurzen Pfadldngen und dementspre-
chend kleinem Messkammervolumen, konnte der Tracer bei Aufnahme eines Dirac-
Stol3es in kurzer Zeit wieder ausgewaschen werden. Grol3ere Pfadlangen erfordern
dafiir hohere Volumenstrome und sollten daher, ohne weitere Optimierung der Mess-
kammergeometrie, nicht mit Flussraten unter 5 ml*min~! betrieben werden.

Fiir die Validierung der Messzelle stand die Untersuchung der Fertigungstoleranzen
im Mittelpunkt. Mittels Transmissionsmessungen, konnte nachgewiesen werden, dass
die Messzellen fiir Messungen im UV/VIS-Bereich geeignet sind. Dariiber hinaus wur-
den die exakten Pfadlangen verschiedener Messzellen mithilfe von Referenzmessun-
gen bestimmt. Hier zeigten sich lediglich geringe Abweichungen von der angestrebten
Pfadlange, wobei die Prazision mit kiirzer werdender Pfadldnge abnimmt. Fiir Konzen-
trationsbestimmungen ist es daher ratsam, die Pfadlange der verwendeten Messzelle
exakt zu bestimmen und einen Korrekturfaktor in die Berechnung miteinzubeziehen.
Nachfolgende Arbeiten sollten sich jedoch mit einer Optimierung der Herstellungsto-
leranz fiir kurze Pfadlangen beschéftigen. Fiir das Sensorsystem mit LED-Messtechnik
konnte eine Linearitét bis zu einer Absorption von 3 AU nachgewiesen werden. GroR3e
Pfadldngen zeigen eine gute Sensitivitat im niedrigen Konzentrationsbereich, errei-
chen jedoch die Sattigungsgrenze friiher als kurze Pfadldngen. Letztere sind somit in
der Lage deutlich hohere Konzentrationen linear zu erfassen. Valide Konzentrationsbe-
stimmungen mit Reinstlosungen sind im beschriebenen linearen Messbereich moglich.
Dariiber hinaus konnte auch die Selektivitat der Messmethode mittels PLS-Regression

bestétigt werden. Unter Verwendung gesamter Absorptionsspektren lassen sich ein-
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zelne Komponenten eines Stoffgemisches quantifizieren.

Nach der erfolgreichen Charakterisierung und Validierung des Sensorsystems wurden
verschiedene Kultivierungen mit einer CHO-DG44 Zelllinie durchgefiihrt. Absorpti-
onsmessungen unterhalb von 300 nm waren jedoch aufgrund der hohen Eigenab-
sorption des Kulturmediums nicht moglich. Durch die Wahl verschiedener Prozess-
strategien und Reaktortypen, wurde allerdings die Vielseitigkeit des Sensors unter Be-
weis gestellt. So konnte unter anderem eine kontinuierliche Prozessiiberwachung am
Schiittelkolben realisiert werden. Alle relevanten Sensorkomponenten wurden dabei
innerhalb des CO,-Inkubators platziert. Allerdings wurde das Zellwachstum durch den
kontinuierlichen Betrieb des Bypasses negativ beeinflusst. Fiir die Anwendung im 10 1
Edelstahlreaktor wurden daher Optimierungen am Messaufbau vorgenommen. Gro-
Reres Reaktorvolumen und ein scherstressarmes Befiillen des Bypasses mithilfe einer
Hubkolbenpumpe vermindern den Einfluss auf das Zellwachstum. Die Aufnahme ei-
ner Wachstumskurve war anhand der Daten der NIR-Streulicht-Messzelle iiber den
gesamten Prozesszeitraum moglich. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in der
Sensitivitdt und des Dynamikbereichs der einzelnen Detektionswinkel. Geringe Trii-
bungen konnen mit hoher Prézision durch das 20° Streulicht aufgezeichnet werden,
wohingegen das 90° Streulicht insbesondere fiir hohere Triibungen am Prozessende
geeignet war. Die aus der Transmission errechnete Opazitét bildete die Zellzahl iiber
einen weiten Bereich ebenfalls gut ab, erreichte jedoch bei einer Zellzahl von {iber
15 Mio. Zellen*ml ™! ein Detektionslimit.

Die Langzeitstabilitdt der Messung wurde im Zuge eines Perfusionsprozesses besta-
tigt. Mithilfe der NIR-Streulicht-Messzelle konnten Verdnderungen der Zellzahl iiber
einen Zeitraum von 400 h zuverlassig aufgezeichnet werden. Kritische Abweichungen
vom angestrebten stationdren Zustand kénnen mit dem Sensorsystem deutlich frither
erkannt werden als mit parallel durchgefiihrten offline-Analysen. Um den maximalen
Dynamikbereich der Streulichtmessung zu bestimmen, wurde aul’erdem eine Hoch-
zelldichtekultivierung mit Komagataella phaffii iiberwacht. Hier zeigte sich, dass das
Sensorsystem auch zur Messung sehr hoher Triibungen geeignet ist. So wurde durch
die Aufzeichnung des Riickstreulichts (160°) das Zellwachstum bis zu einer optischen
Dichte von iiber 200 AU iiberwacht. Zukiinftig bietet sich an dieser Stelle die Entwick-
lung von Vorhersagemodellen zur Berechnung der Zellzahl oder Biomasse aus den
Sensordaten an. Dies kann einen deutlichen Mehrwert in Form einer automatisierten
Prozessfiihrung darstellen.

Neben der Anwendung im Upstream wurde der Sensor auch zur Uberwachung ver-
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schiedener Downstream-Prozesse zur Aufreinigung eines monoklonalen Antikérpers
eingesetzt. Zundchst wurde die Aufnahme der Absorption bei 280 nm mit der Einweg-
Absorptionsmesszelle im Zuge des Capture-Schritts vorgenommen. Ein integriertes
System zur Aufnahme von UV-Absorptionen diente dabei als Referenz. Der Vergleich
beider Datensétze zeigte nur minimale Differenzen im Sensorsignal. Messgenauigkeit
und fluidische Eigenschaften der Einweg-Messzelle entsprechen denen des konventio-
nellen, wiederverwendbaren Systems. Da die Absorptionsmesszelle sich auch zur par-
allelen Aufnahme mehrerer Wellenldngen eignet wurde in einem weiteren Experiment
die Abtrennung von Nukleinsduren mittels AEX untersucht. Die zusétzliche Detektion
der Absorption bei 260 nm ermoglichte hier die eindeutige Identifikation und Quan-
tifizierung von Nukleinsduren im Elutionspeak. Damit lassen sich sowohl der Grad
der Verunreinigung bemessen als auch die erfolgreiche Abtrennung dokumentieren.
Abschlieffend wurde der Sensor auch zur Charakterisierung von Antikorper-Proben
eingesetzt und die Detektion von Antikérper-Aggregaten durch Aufnahme von Absorp-
tionsspektren realisiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass sich die Triibung einer
Probe durch Aggregate erhoht. Daraus resultiert eine charakteristische Verschiebung
des Absorptionsspektrums im Bereich tiber 300 nm. Die Detektion lasst sich weiter
vereinfachen, indem der Aggregationsindex berechnet wird. Dafiir ist lediglich eine
Bestimmung der Absorption bei 280 nm und 350 nm né6tig. Durch weitere Untersu-
chungen sollte dieses Verfahren auch im direkten Probenstrom des Prozesses umge-
setzt werden, um eine online Detektion von Aggregaten zu ermdoglichen.

Zusammenfassend lsst sich festhalten, dass das Sensorsystem zur Uberwachung un-
terschiedlicher Bioprozesse geeignet ist. Es bietet vergleichbare Qualitdtsmerkmale
wie etablierte Systeme und verkniipft diese mit den Vorteilen von Single-Use-Equip-
ment. Die Modularitdt und einfache Installation erméglichen dabei eine Kompatibi-
litdt des Sensors zu verschiedensten Systemen im Up- und Downstreambereich. Fiir
den Upstream-Bereich ist insbesondere die prizise Uberwachung des Zellwachstums
mithilfe der NIR-Streulichtmesszelle hervorzuheben. Sie zeichnet sich durch einen
grof3en Dynamikumfang aus, welcher nahezu alle tiblichen Prozessstrategien abdeckt.
Lediglich der Einfluss auf das Zellwachstum im Fall niedriger Arbeitsvolumina sollte
bedacht werden. Weiterhin ermoglicht die Einweg-Absorptionsmesszelle eine umfas-
sende Qualitdtskontrolle im Downstream-Bereich. Das System lésst sich leicht in be-
stehende Chromatographie-Systeme integrieren und erweitert damit die online Ana-
lysemoglichkeiten. Es ist daher empfehlenswert die Moglichkeiten zur spektroskopi-

schen Charakterisierung verschiedener Biopharmazeutika weiter auszuschopfen.
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11. Chemikalien und Materialien

11.1. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 11.1.: Im Zuge dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie Hersteller

Accutase PAA Laboratories, Osterreich
Ammoniumsulfat Fluka (Sigma-Aldrich), USA
Biotin AppliChem GmbH, Deutschland
Borsdure Carl Roth GmbH & Co. KG

Calciumchlorid Carl Roth GmbH & Co. KG
CellTiter-Blue Viability Assay Kit

Cobaltclorid Fluka (Sigma-Aldrich), USA

Promega GmbH, Deutschland
Di-Ammoniumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich-Corporation, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG

Di-Natriumhydrogenphosphat
Eisen(II)-sulfat

Ethanol Merck KGaA, Deutschland
Gentamycin Merck KGaA, Deutschland
Glucose Carl Roth GmbH & Co. KG
Glycerol Carl Roth GmbH & Co. KG
Hefeextrakt Carl Roth GmbH & Co. KG
Humanserum CC-pro, Deutschland
Isopropanol Merck KGaA, Deutschland
Kaliumchlorid Fluka (Sigma-Aldrich), USA

Kaliumdihydrogenphosphat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumsulfat

Kupfer(II)-sulfat

Merck KGaA, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG
Fluka (Sigma-Aldrich), USA
Fluka (Sigma-Aldrich), USA
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Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Manganchlorid

Methanol

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumhypochlorit

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Trypton

Pepton

Riboflavin
Rinderserumalbumin
Salzsdure

Tris-HCl

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris)

Trypanblau
Trypton/Pepton aus Casein
Zink(ID)-chlorid

Merck KGaA, Deutschland

Fluka (Sigma-Aldrich), USA
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG
Fluka (Sigma-Aldrich), USA
Fluka (Sigma-Aldrich), USA
Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich-Corporation, USA
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, USA
Fluka (Sigma-Aldrich), USA
Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Merck KGaA, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG
Merck KGaA, Deutschland
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11.2. Gerate und Materialien

11.2.1. Laborausstattung

Tabelle 11.2.: Im Zuge dieser Arbeit verwendete Geréte

Gerit

Hersteller

Abgasanalytik BlueInOne Ferm
Ambr 250 Modular
Autoklav Systec V-150

Autosampler

CEDEX HiRes Analyzer

CEDEX Bio Analyzer

CO, Inkubator HERAcell 240
Bioreaktor Typ Cplus 10 1
Bioreaktor Typ Cplus 30 1
BioSealer

Biowelder TC

Cleanbench MSC Advantage
Feinwaage

Fluorometer Fluoroskan Ascent
FPLC-System Akta Pure
HPLC-System Hitachi Chromaster
LED Photometer LEDSpec
Magnetriihrer
Mehrfachdispenser Multipette E3
Methanolsensor

Mikropipetten

Mikroplattenlesegerét Cytation 5

BlueSens gas sensor GmbH, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech, Deutschland
Systec GmbH, Deutschland

Institut fiir Technische Chemie, Hannover
[34]

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Sartorius Stedim Biotech, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Sartorius AG, Gottingen

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

GE Healthcare, USA

VWR International, USA

WPI Inc., USA

IKA Werke GmbH, Staufen

Eppendorf AG, Deutschland

Raven Biotech Inc., Kanada

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

BioTek Instruments Inc., USA
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Mikroplatten-Spektralphotometer
Epoch

Miniaturpumpe MINISTAR

MJP EasyClean

Neubauer Zahlkammer
pH-Elektrode

pH-Sonde EasyFerm Plus K8 425
Photometer Multiscan Go
Pipettierhife accu-jet pro
pO,-Sonde Oxyferm FDA 425
Schlauchpumpe

Schiittler IKA KS 260 basic

Ultraschallbad SONOREX SUPER
52

UV-Sterilisationsgerét

UV/VIS Spektrometer TIDAS S520
Thermoblock

Ultraschallsonde LABSonic
Vortex-Mixer
Wasseraufbereitungsanlage

Zentrifuge

BioTek Instruments Inc., USA

WPI Inc., USA

3D Systems Inc., USA

Assistent, Deutschland

Leighton Buzzard, Grof3britannien
Hamilton Company, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Brand GmbH, Deutschland

Hamilton Company, USA

IDEX Health & Science GmbH, Deutschland
IKA-Werke GmbH, Deutschland

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
Deutschland

Master Home Products International, USA
J & M GmbH, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg

Sartorius AG, Gottingen

Scientific Industries, USA

Sartorius AG, Gottingen

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

11.2.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 11.3.: Im Zuge dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Einmalhandschuhe
Einwegpipette 50 ml
Einwegpipetten Costar Stripette

Einwegspritzen

AMPri Handelsgesellschaft mbH, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Corning Ing., USA

B. Braun Melsungen AG, Deutschland
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Mikrokiivetten
Mikroreaktionsgefale
Mikrotiterplatten 96 well

Mikrotiterplatten 96 well TC-
Platte

MyCap CCX Schiittelkolben
Luftfilter Sartopore Air Midisart
Pipettenspitzen

Thermoplastik Schlduche C-Flex
Schiittelkolben Corning

Spritzenvorsatzfilter Minisart

0,2 pm
T-Flasche, T25, T75, T175
Vakuumfilter

Zentrifugenrohrchen

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Brand, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Sartorius Stedim Biotech, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
VWR International GmbH, Deutschland
VWR International GmbH, Deutschland

Sartorius Stedim Biotech, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech, Deutschland

Corning, Inc, USA

11.2.3. Verwendete Software

Tabelle 11.4.: Im Zuge dieser Arbeit verwendete Programme

Name

Hersteller

LEDSpec Software

Matlab 9.9

Microsoft Office Excel 2013
Microsoft Office Word 2013
Origin 2016G

The Unscrambler X.10.1

WPI Inc., USA

The MathWorks, Inc., USA

Microsoft Corporation, Redmond
Microsoft Corporation, Redmond
OriginLab Corporation, Northhampton

Camo Software AS, Norwegen
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11.2.4. Verwendete 3D-Drucker

Tabelle 11.5.: Im Zuge dieser Arbeit verwendete 3D-Drucker

Name Hersteller

ProJet 2500 Plus 3D Systems Inc., USA
Agilista 3200W Keyence Corporation, USA
Ultimaker 2+ Ultimaker B.V,, Niederlande

11.2.5. Verwendete 3D-Druckmaterialien

Tabelle 11.6.: Im Zuge dieser Arbeit verwendete 3D-Druckmaterialien

Name Hersteller
AR-M2 Keyence Corporation, USA
AR-S1 Supportmaterial Keyence Corporation, USA

Honeycomb Filaments ABS Fila- Freeform4U GmbH, Deutschland
ment

M2R-CL 3D Systems Inc., USA
M2-SUP Supportmaterial 3D Systems Inc., USA

11.3. Losungen und Puffer

Der pH-Wert der Losungen und Puffer wurde, wenn nicht anders angegeben, mit 1 M
HCI oder 1 M NaOH eingestellt.

Tabelle 11.7.: Im Zuge dieser Arbeit hergestellte Losungen und Puffer

Verwendung Bezeichnung Zusammensetzung
80 g NaCl
2¢ Kcl
10 x PBS 14,2 ¢ NaH,PO,
2,7g KH,PO,

ad 1000 m!  ddH,0
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Aquilibrierungspuffer

FPLC - AEX

20 mM
0,4 M
ad 1000 ml

bis-TRIS
NaCl
ddH,0
pH 6,5

Elutionspuffer

20 mM
1M
ad 1000 ml

bis-TRIS
NacCl
ddH,0
pH 6,5

Aquilibrierungspuffer

100 mM
100 mM
150 mM
ad 1000 ml

NaH,PO,
Na,HPO,
NaCl
ddH,0
pH 7,5

FPLC -

Protein A Elutionspuffer

0,1 M
150 mM
ad 1000 ml

Citronensaure
NaCl

ddH,0

pH 3,5

CIP-Puffer

0,1 M
500 mM
ad 1000 ml

TRIS
NaCl
ddH,0
pH 8,5

HPLC - SEC Laufpuffer

100 mM

50 mM

50 mM

ad 1000 ml

NaSO,
NaH,PO,
Na,HPO,
ddH,0
pH 6,6
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11.4. Verwendete Mikroorganismen und Zelllinien

Tabelle 11.8.: Im Zuge dieser Arbeit verwendete Mikroorganismen und Zelllinien

Stamm Hersteller
CHO DG44 Sartorius Stedim Biotech, Deutschland
Komagataella phaffi [18]

Humane mesenchymale Stammzellen [31]

aus Fettgewebe

11.5. Verwendete Kulturmedien und Zusatze

Tabelle 11.9.: Im Zuge dieser Arbeit hergestellte Medien zur Kultivierung mesenchymaler Stammzellen

Medium/Zusatz Zusammensetzung
10 % (v/v) Humanserum
Standard Proliferationsmedium 0,5 % (v/v) Gentamycin

ad 250 ml a-MEM

10 % (v/v) CTB-Reagenz

Medium fiir CTB-Assay

ad 15 ml «a-MEM-Basalmedium

Tabelle 11.10.: Im Zuge dieser Arbeit hergestellte Stammlosungen und Medien zur Kultivierung von

Komagataella phaffii

Medium/Zusatz Zusammensetzung
0,4 g Nal
10 x Nal-Stammlosung
ad 40 ml ddH,O
1¢g H3;BO,
100 x H;BO;-Stammlosung
ad 40 ml ddH,O
150 g Hexametaphosphat
Hexametaphosphat
ad11l ddH,O
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Spurenelemente

5,99 ¢
38
0,2¢g
0,5¢g
20,04 g
65,05 ¢
19,2 ml
0,4¢g

58 ml
7800 ml

CuSO,*(H,0)5
MnSO,*H,0
Na,MoO,*(H,0),
CoCl,*(H,0)¢
ZnCl,*(H,0)s
FeSO,*H,0

96,2 % H,S0O,
D-Biotin

10 x Nal-Stamml6sung

100 x H;BO;-Stammloésung

ad 50 ml

ddH,0

YPD-Medium

10g
20¢g
10 g
ad11

Hefeextrakt
Pepton
Dextrose

ddH,0
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Zur Herstellung des Fermentationsmediums werden die angegebenen Salze zusam-
men mit dem Glycerin in Wasser gelost und im Bioreaktor autoklaviert. Anschlief3end
konnen die Spurenelemente und das Hexametaphosphat tiber einen Sterilfilter hinzu-

gegeben werden.

Tabelle 11.11.: Zusammensetzung des Fermentationsmediums zur Kultivierung von Komagataella
phaffii

Zusammensetzung Bemerkung

50 ml Glycerin
0,9 g CaSO,
14,67 g K,SO,

autoklavieren
11,67 g MgS0,*(H,0),
9¢ (NH),SO,
ad 829 ml ddH,0O
167 ml Hexametaphosphat
sterilfiltrieren

4 ml Spurenelemente

pHS

Tabelle 11.12.: Im Zuge dieser Arbeit verwendete Medien zur Kultivierung von CHO-DG44 Zellen

Medium/Zusatz Zusammensetzung

20,04 g*1! Cellca SMD
024 g”!  NaOH

Vorkultur-Medium 1,8 g*I! NaHCO,
6 mM L-Glutamin
15 nM MTX

22,31 g*1! Cellca PM
6,2 ml*I”"  5M NaOH
Hauptkultur-Medium
1,8 g*I! NaHCO,

6 mM L-Glutamin
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154,12 g*I! Cellca FMA
3,148 g*I! NaOH

Feed Medium A

94,6 g*1! Cellca FMB
32,1 g*I! NaOH

Feed Medium B

Glucose-Losung 40 % (w/v) D(+)-Glucose; wasserfrei
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12. Methoden

12.1. Herstellungsprozess der Sensorkomponenten

12.1.1. Einweg-Messzelle

Die Einweg-Messzellen werden additiv mit einem Ultimaker 2+ (Ultimaker B.V., Nie-
derlande) hergestellt. Dabei wird das fused filament fabrication (FFF)-Verfahren ange-
wandt. Das verwendete Material ist Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS). Die Quarzglas-
fenster werden im Anschluss mit UV-aushédrtenden Klebstoff mit der Messzelle ver-
klebt. Abschlief3end durchlauft jede Messzelle eine Qualitdtskontrolle. Zunéchst wird
die Messzelle in den Messzellenhalter eingesetzt und ein Transmissionsspektrum auf-
genommen. Weiterhin wird gemaf3 Abschnitt 12.4.1 die exakte Pfadldnge der Messzel-
le bestimmt. Neben den optischen Eigenschaften wird im Zuge der Qualitatskontrol-
le auch eine Priifung auf Dichtigkeit durchgefiihrt. Dabei wird die Messzelle Wasser
gefiillt und anschlielfend der Druck innerhalb des Systems erhoht. Der Test gilt als
bestanden, wenn iiber einen Zeitraum von mindestens 1 min und einem Haltedruck
von 2 bar keine Fliissigkeit aus der Messzelle austritt.

Nachdem die Qualitatskontrolle durchgefiihrt wurde, wird die Messzelle fiir die Ste-
rilisierung vorbereitet. Dazu wird jeweils ein Ende zweier Schlauchstiicke (C-Flex®
Biopharmaceutical Tubing, Saint-Gobain Performance Plastics) mit einem BioSealer
TC (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen) verschlossen. Das andere Ende wird mit
der Messzelle verbunden und mit Kabelbindern gesichert. Die so luftdicht verschlos-
sene Messzelle wird in einer Plastikverpackung verstaut und diese unter Vakuum ver-
schweil3t. In diesem Zustand ist die Messzelle vorbereitet zur Sterilisierung. Die Steri-
lisierung wird mithilfe von Gamma-Strahlung durchgefiihrt (BBF Sterilisationsservice
GmbH, Deutschland), wobei die Messzelle einer Mindestdosis von >25 kGy ausge-
setzt ist. Die sterilisierte Messzelle ist somit bereit fiir eine Anwendung am jeweiligen
Bioprozess. Eine Ubersicht iiber die verfiigbaren Pfadldngen und zugehorigen Mess-

kammervolumina gibt Tabelle 12.1.
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Tabelle 12.1.: Verfiigbare Pfadlingen der Einweg-Messzelle und zugehorige Volumina der Mess-
kammern.

Pfadlange [mm] |1,5 3 5 10 20
Messkammervolumen [pl] | 200 300 400 700 700

12.1.2. Messzellenhalter

Der Messzellenhalter wird analog zur Einweg-Messzelle im 3D-Druckverfahren aus
ABS hergestellt. Zum Anschluss der externen Messtechnik (Lichtquelle, Spektrometer)
werden SMA-Stecker in den Halter integriert. Diese enthalten Kollimatoren, um einen
parallelisierten Lichtstrahl mit 5 mm Durchmesser zu erzeugen. Die notigen Gewin-
deanschliisse werden durch Gewindeschneider in das Material geschnitten. Weiterhin
werden auch Madenschrauben zur Fixierung der Messzelle eingesetzt. Der Messzellen-
halter beinhaltet im Fall der NIR-Streulichtmessung und der Mehrkanal-Absorptions-
messzelle auch einen Teil der Messtechnik. Dazu sind weitere mechanische Nachbe-
arbeitungen notwendig. Messungen mit der Mehrkanal-Absorptionsmesszelle werden
mit LED-Messtechnik durchgefiihrt. Die dafiir nétigen Photodioden wurden in den
Messzellenhalter integriert. Das verringert den Platzbedarf des Systems. Fiir die NIR-
Streulichtmessungen wurden dariiber hinaus alle zur Messung notwendigen optischen
Komponenten in den Halter integriert. Dazu zahlt die Laserdiode als auch die verschie-

denen Photodioden zur Detektion von Streulicht in unterschiedlichen Winkeln.

12.2. Messmethode

12.2.1. Aufnahme von Absorptionsspektren

Zur Aufnahme von Absorptionsspektren mit der entwickelten Absorptionsmesszelle
wird ein faseroptisches Spektrometer (TIDAS S520, J & M Analytics) verwendet. Die-
ses wird iiber Lichtwellenleiter an den Messzellenhalter angeschlossen. Proben wer-
den kontinuierlich mit einer Peristaltikpumpe durch die Messzelle gepumpt oder mit-
hilfe einer Spritze in die Messkammer gedriickt. Die Messzelle ist wahrend der Mes-
sung aufrecht in den Messzellenhalter eingesetzt, sodass Luftblasen die Messkammer
nach oben verlassen konnen. Weiterhin wird sie durch Madenschrauben fixiert, damit

die Position der Messzelle wiahrend der gesamten Messdauer unverandert bleibt. Der
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Messzellenhalter wird zur Abschirmung von Fremdlicht mit einem Deckel verschlos-
sen.

Bevor die Messung gestartet wird, sollte die Integrationszeit so eingestellt werden,
dass die Detektorauslastung bei ca. 80 % liegt. Die Messung wird in drei aufeinander-
folgenden Schritten durchgefiihrt. Zunéchst wird ein Dunkelspektrum aufgenommen.
Anschliel3end wird die Messzelle mit der Referenzprobe befiillt und ein Referenzspek-
trum aufgenommen. Letztlich wird ein Intensitatsspektrum der jeweiligen Probe auf-
gezeichnet. Nach Abzug des Dunkelspektrums lasst sich die Absorption aus dem Refe-

renzspektrum und dem Intensitdtsspektrum der Probe mit Formel 12.1 berechnen.

Intensitdtp,ferens

Absorption =log;, * (12.1)

Intensitdtp, p,

12.2.2. Absorptionsmessung mit LED-Messtechnik

Fiir die Messungen mit der Mehrkanal-Absorptionsmesszelle steht ein Messzellenhal-
ter mit integrierten Photodioden zur Verfiigung. Dieser wird zusammen mit einem
LED-Photometer (LEDSpec, World Precision Instruments Inc., USA) eingesetzt, wel-
ches fiir den Einsatz modifiziert und angepasst wurde. Das LEDSpec bietet sieben
verschiedene LED-Lichtquellen mit Wellenldngen im Bereich von 260-850 nm (Ta-
belle 12.2). Diese konnen in ihrer Intensitdt manuell eingestellt werden, sodass der
Detektor optimal ausgelastet wird. Uber Lichtwellenleiter gelangt das Licht zum Mess-
zellenhalter und wird nach dem Durchqueren der Messzelle von den im Halter inte-

grierten Photodioden detektiert. Eine im LEDSpec positionierte Referenz-Photodiode

Tabelle 12.2.: Wellenlingen der im LEDSpec verbauten LEDs mit zugehoriger Spektraler Breite
und Verwendung.

LED No. 1 2 3 4 > 6 7

Wellenldange 260 280 340 450 520 700 850
[nm]

Spe.ktrale 10 10 10 20 10 30 30
Breite [nm]

Analyt / Ver-

DNA Proteine NADH Flavine Amaranth Offset Offset
wendung
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ermoglicht eine Driftkorrektur. Zusétzlich werden die Messwerte unter Bertiicksichti-
gung der Intensitdten im NIR-Bereich (850 nm) korrigiert (offset). Die Signalauswer-
tung wird durch das LEDSpec vorgenommen und die Daten iiber eine USB-Schnittstelle
von einem Computer aufgezeichnet. Dabei konnen neben den Intensitdten auch Trans-
mission oder Absorption berechnet werden. Es stehen vier Kanéle zur Detektion zur
Verfiigung wobei die LEDs frei auf jeden der zur Verfiigung stehenden Kanéle geschal-

tet werden konnen.

12.2.3. Streulichtmessungen

Die NIR-Streulichtmessungen werden unter Verwendung des LED-Photometers (LED-
Spec, World Precision Instruments Inc., USA) durchgefiihrt. Als Lichtquelle dient eine
Laserdiode (vertical-cavity surface-emitting laser, VCSEL) mit einer Wellenldnge von
850 nm. Zur Detektion von Streulicht stehen vier Photodioden zur Verfiigung. Licht-
quelle und Photodioden sind in den Messzellenhalter integriert. Diese sind dabei so
angeordnet, dass eine Detektion von Streulicht in den Winkeln 20°, 90° und 160° mog-
lich wird. Zuséatzlich wird auch die Transmission gemessen. Signalauswertung und
Datenaufnahme werden durch das LEDSpec durchgefiihrt, welches fiir diesen Einsatz
modifiziert und angepasst wurde. Eine zusitzlich verbaute Referenz-Photodiode er-
moglicht eine Dunkel- und Driftkorrektur des Signals. Dafiir wird ein Teil des Lichts
iiber einen Strahltrenner zur Referenz-Photodiode gefiihrt. Die Intensitit der Licht-
quelle wird iiber die zugehorige Software eingestellt, sodass der Detektor optimal
ausgelastet ist. Messwerte werden als Intensitdtswerte in der Einheit Counts aufge-

nommen.

12.3. Entwicklungsprozess

12.3.1. Desinfektion und Sterilisation von 3D-Druckmaterialien

Es wurden verschiedenen Desinfektions- und Sterilisationsverfahren zur Behandlung
von unterschiedlichen 3D-Druckmaterialien eingesetzt. Dazu wurden wiirfelférmige
Testobjekte mit einer Kantenldnge von 5 mm aus den verschiedenen Materialien gefer-
tigt. Zu den getesteten Verfahren zdhlen die Behandlung mit Ethanol (70 %), Isopro-
panol (70 %), Natriumhypochlorit (5 %, pH 6,5) sowie die Bestrahlung mit UV-Licht
oder Gammastrahlen (>25 kGy).
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Flir nasschemische Verfahren (Ethanol, Isopropanol und Natriumhypochlorit) wurde
jeweils ein Testobjekt in 1 ml der Fliissigkeit eingetaucht, sodass es vollstindig mit
er Fliissigkeit bedeckt wurde. Die Einwirkzeit der Desinfektionsmittel betrdagt 60 min
bzw. 24 h. Die Bestrahlung mit Gammastrahlen wurde durch die Firma BBF Sterilisa-
tionsservice GmbH durchgefiihrt. Die Sterilisation mit UV-Licht wurde mithilfe einer
UV-Lampe durchgefiihrt, wobei jede Seite des Testobjekts fiir 10 min bestrahlt wurde.
Anschliel3end wurde die Eignung der Verfahren zur Sterilisation der Materialien mit-
hilfe eines Steriltests {iberpriift. Dazu wurden die Testobjekte in 1 ml LB-Medium
(pH 7,5) tberfiihrt und 24 h bei 37 °C inkubiert. Zusatzlich wurden drei Blindpro-
ben ohne Testobjekte angesetzt, sowie unbehandelte Testobjekte in LB-Medium als
Positivkontrolle {iberfiihrt. 80 pl des LB-Mediums werden auf Agarplatten (LB-Agar)
ausplattiert. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und nach 7 Tagen auf Kon-

taminationen untersucht (Tabelle A.1).

12.3.2. Herstellung der Extraktionsmedien

Um die In-vitro-Toxizitit verschiedener 3D-druckbarer Materialien zu testen, wurde
die ISO-Norm 10993 verwendet. In ﬂbereinstimmung mit Teil 12 dieser Norm (ISO
10993-12:2012) wurden kleine Wiirfel mit einer Kantenldnge von 5 mm und einer
Gesamtoberfliche von 1,5 cm? gedruckt. Diese Testobjekte wurden mit dem Ultima-
ker 2+ (Ultimaker B.V,, Niederlande) hergestellt. Die in dieser Studie verwendeten
Materialien sind Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS), Polyamid (PA) und Polymethyl-
methacrylat (PMMA). Die Sterilisation erfolgt durch Gamma-Bestrahlung (>25 kGy)
(BBF Sterilisationsservice GmbH, Deutschland).

Es wurden Referenzmaterialien verwendet, um die Eignung des Versuchsablaufs zur
Erzielung einer reproduzierbaren Reaktion nachzuweisen. High Density Polyethylen
(HDPE) dient als Negativkontrolle. Eine positive Reaktion des Testsystems wird durch
die Verwendung einer Polyurethanfolie erzielt, die 0,25 % Zinkdibuthyldithiocarbamat
(ZDBC) enthilt. Die Referenzmaterialien wurden vom Food and Drug Safety Center,
Hatano Research Institute, Japan, bezogen. Beide Materialien wurden durch Autokla-
vieren (121° C, 20 min) sterilisiert.

Die Extraktionsmedien wurden gemal} ISO 10993-12:2012 hergestellt, um die poten-
ziellen Leckeigenschaften der 3D-gedruckten Materialien zu bewerten. Die sterilisier-
ten Testobjekte wurden in Zellkulturmedium Minimum Essential Medium Eagle, mit
Alpha-Modifikation («-MEM) (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), das 10 % Human-
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serum (c.c.pro GmbH, Deutschland) und 0,5 % Gentamicin (PAA Laboratories GmbH,
Osterreich) enthielt, 72 h lang bei 37° C mit einem Oberflichen/Volumen-Verhaltnis
von 3 cm?*ml™ inkubiert. Zellkulturmedium, welches iiber einen Zeitraum von 72 h

lang bei 37° C ohne Testobjekte inkubiert wurde, dient als Blindprobe.

12.3.3. Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen

Fiir den Zytotoxizitatstest wurden aus humanem adipogenem Gewebe gewonnene me-
senchymale Stammzellen (MSCs) verwendet. Die Kultivierung der MSCs wurden wie
von Siller et al. beschrieben durchgefiihrt [47]. Dazu wurde a-MEM Standardprolife-
rationsmedium verwendet. Die Zellen wurden bei 37 °C in T75-Kulturflaschen inku-
biert (5 % CO,, 21 % O,). Bei Erreichen einer Konfluenz von >80 % wurde eine neue
Passage angesetzt. Dabei wird das Medium abgesaugt und die Zellen mit vorgewéarm-
ten PBS-Puffer gewaschen. Durch Zugabe von Accutase (4 ml, 10-15 min inkubie-
ren bei 37 °C danach Reaktion mit 4 ml a-MEM-Medium stoppen) werden die Zellen
von der Oberfldache gelost und anschliel}end in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen iiber-
fithrt. Die Zellen werden durch Zentrifugation (300 x g, 5 min) abgetrennt, in 5 ml
neuem Medium resuspendiert und anschlief3end mithilfe einer Neubauer Zahlkam-
mer gezdhlt. Dazu wurden 20 pl Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau vermischt und
auf die Zahlkammer aufgetragen. Anhand der Gesamtzellzahl lasst sich das Volumen
an Zellsuspension ermitteln, welches notig ist um die nichste Passage mit 3000 Zel-

len pro cm? anzusetzen.

12.3.4. CTB-Assay

Zur indirekten Bewertung der Zelllebensfiahigkeit in verschiedenen Extraktionsmedi-
en, wird ein CellTiter-Blue® Zellviabilitatstest (Promega GmbH, Deutschland) verwen-
det. Zur Vorbereitung werden die Zellen analog zu Abschnitt 12.3.3 gewaschen, ab-
gelost, zentrifugiert und gezéhlt. Anschlie@end werden die Zellen auf einer 96-Well-
Platte ausgesit, sodass jedes Well 150 pl Zellsuspension mit jeweils 5000 Zellen ent-
hélt. Die Mikrotiterplatte wird danach fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.

Das Medium wird im nachsten Schritt aus jedem einzelnem Well abgesaugt und die
Zellen mit jeweils 150 ul PBS-Puffer gewaschen. Danach wird das jeweilige Extrak-
tionsmedium auf die Zellen gegeben. Die Platte wird anschliefend fiir weitere 24 h
inkubiert. Nach einem weiterem Waschschritt kann 100pl der 10 %-igen CTB-Losung
in jedes Well pipettiert werden. Die Platte wird daraufhin fiir weitere 2 h inkubiert.
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Anschliefend wird mittels Fluoroskan Ascent-Fluorometer die Fluoreszenzintensitit
bei einer Exzitationswellenldinge von 544 nm und einer Emissionswellenldnge von
590 nm bestimmt.

12.3.5. Aufnahme von Verweilzeitspektren

Zur Aufnahme von Verweilzeitspektren wird eine Tracer-Lésung (BSA: 20 g*1™! in PBS-
Puffer) in den Probenstrom der Messzelle injiziert. Die Tracer-Losung wird im Vorfeld
in die Probenschleife eines HPLC-Injektionsventils (Volumen: 20 pl) gefiillt. Das Ventil
garantiert eine reproduzierbare Injektion des Tracers in Form eines Dirac-Stof3es. Eine
Peristaltikpumpe sorgt fiir einen kontinuierlichen Volumenstrom.

In der Ladestellung ist die Probenschleife vom Probenstrom abgekoppelt. Die Messzel-
le wird mit PBS-Puffer durchspiilt. Durch Umstellen des Ventils in die Injektionsstel-
lung wird die Probenschleife ge6ffnet und die Tracer-Losung in die Messzelle gepumpt.
Ein angeschlossenes Spektrometer {iberwacht dabei die Absorption bei 280 nm. Der
Messaufbau ist in Abbildung 12.1 dargestellt.

Abbildung 12.1.: Versuchsaufbau zur Aufnahme von Verweilzeitspektren. Peristaltikpumpe (links),
Injektionsventil (Mitte), Messzelle mit Messzellenhalter (rechts)
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12.4. Validierung

12.4.1. Bestimmung der exakten Pfadléange

Zur Bestimmung der exakten Pfadldange einer Absorptionsmesszelle werden zwei Ama-
ranth-Referenzlosungen mit definiertem Absorptionswert (0,75 AU; 1,5 AU) aus einer
Stamml6ésung mit 20 AU hergestellt. Fiir die Stammlésung werden 137 mg Amaranth
in 250 ml Wasser gelost. Durch entsprechendes Verdiinnen lassen sich anschlief3end
die gewiinschten Absorptionswerte einstellen. Mithilfe einer Pumpe werden die Losun-
gen nacheinander in die jeweilige Messzelle gepumpt und die Absorption bei 520 nm
mit einem Spektrometer bestimmt. Als Referenzlésung dient Wasser. Die Messungen
werden mit einer Quarzkiivette (Pfadlange 10 mm) wiederholt.

Der Absorptionswert wird im Anschluss durch den Offset bei 700 nm korrigiert. Der
korrigierte Absorptionswert kann in Formel 12.2 eingesetzt werden, um die exakte
Pfadlange der Messzelle zu bestimmen. Diese ergibt sich aus dem Mittelwert der Mes-
sungen mit den beiden Referenzlosungen. Die Messungen mit der Quarzkiivette die-

nen dabei als Referenz.

AbsorptlonMesszelle

Pfadldnge,,sszerieLmm] = 10mm x (12.2)

Absorptiong,ecce

12.4.2. Gradientenmessung

Zur Messung eines stetig ansteigenden Konzentrationsgradienten wurden zwei luft-
dicht verschlossene Glasgeféal3e mit jeweils 500 ml PBS-Puffer gefiillt. Ein Gefaf3 ent-
hilt zusétzlich BSA in einer Konzentration von 10 g*I™!. Beide GefiRe sind iiber ei-
ne Schlauchverbindung miteinander verbunden, welche vor Versuchsbeginn komplett
mit Fliissigkeit gefiillt sein muss. So konnen sich die Fliissigkeitspegel beider Gefal3e
ausgleichen. Weiterhin ist das Gefaf3 ohne BSA iiber einen Schlauch mit der Einweg-
Absorptionsmesszelle verbunden. Mithilfe einer Peristaltikpumpe wird Fliissigkeit aus
dem Gefafd entnommen und durch die Messzelle gepumpt. Dabei entsteht ein Unter-
druck in dem Gefal3, welcher dafiir sorgt, dass PBS-Puffer mit BSA aus dem anderen
Gefald nachgezogen wird. Dies bewirkt wiederum eine stetig zunehmende Konzen-
tration an BSA in dem Gefaf3. Fiir eine gute Durchmischung sind die Gefiaf3e auf ei-
nem Magnetriihrer platziert und enthalten Magnetriihrstibchen. Die Absorption bei
280 nm wird wahrend des Versuchs kontinuierlich mit einem faseroptischen Spektro-

meter aufgezeichnet.
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Abbildung 12.2.: Aufbau zur Gradientenmessung. Luftdichte Glasgefie auf Magnetriihrplatte
(links), Peristaltikpumpe (Mitte), Absorptionsmesszelle (rechts).

12.4.3. Design of Experiment

Zur Bestimmung der Selektivitdt der Messmethode werden Losungen hergestellt, die
sich jeweils aus den drei relevanten Fluorophoren BSA, NADH und Riboflavin zusam-
mensetzen. Dafiir werden die in Tabelle 12.3 aufgefiihrten Stammlosungen verwen-
det. Fiir jeden Fluorophor werden fiinf Konzentrationen (inklusive Nullprobe) fest-
gelegt, die im linearen Messbereich des Sensors liegen. Eine Losung beinhaltet jeden
Fluorophor in einer der ausgewihlten Konzentrationen. Eine Ubersicht der verschie-
denen Losungen bietet Tabelle 12.4. Der Versuch wird aufgeteilt in drei Blocke. Jeder
dieser Blocke beinhaltet fiinf verschieden zusammengesetzte Mischlosungen, wobei
jede Konzentrationsstufe eines Fluorophors genau einmal vorkommt. Vor und nach
diesen Blocken werden Zentralversuche durchgefiihrt. Dieser beinhaltet eine immer
gleich zusammengesetzte Losung. Die Kombinationen der unterschiedlichen Konzen-
trationen wurden im Vorfeld so ausgewahlt, dass sich méglichst niedrige Korrelations-
koeffizienten zwischen den Konzentrationen der verschiedenen Fluorophore ergeben.
Damit wird der Versuchsumfang deutlich reduziert.

Die aufgelisteten Losungen werden jeweils in 15 ml-Reaktionsgefdl3en mit einem Ge-
samtvolumen von 10 ml hergestellt. Mithilfe einer Peristaltikpumpe werden die Lo6-
sungen einzeln in eine Absorptionsmesszelle gepumpt. Es werden pro Probe 10 Inten-
sitatsspektren in einem Zeitraum von 10 s aufgenommen und gemittelt. Als Referenz-

spektrum dient PBS-Puffer. Fiir jede Pfadldnge wird ein neuer Versuchsdurchgang mit
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neu angesetzten 3-Komponentenlosungen durchgefiihrt.

Tabelle 12.3.: Herstellung der Stammlésungen fiir das Design of Experiment

BSA NADH Riboflavin
[50 ml] [10 ml] [11]
Konzentration Stammlésung [mol/1] 5*107* 1*1073 2,5%107°
Einwaage 1,65 ¢ 0,0071 g 0,0094 g
1%107* 1%107* 1%107°
. 5%107° 5%107° 5%107°
Verdiinnungsstufen [mol/1] 14105 14105 14106
5%107° 5%107° 5%1077

12.4.4. Multivariate Datenanalyse mittels PLS-Regression

Mit den im Zuge des Design of Experiments aufgenommenen Absorptionsspektren der
in Tabelle 12.4 aufgefiihrten Proben, wird eine PLS-Regression durchgefiihrt. Dabei
wird iiberpriift, ob die Erstellung einer Kalibrationsgeraden auch in Gegenwart ande-
rer Chromophore moglich ist. Die Absorptionsspektren wurden zunéchst importiert
und mit Hilfe des Programms The Unscrambler 10.1 (Camo Software AS, Norwegen)
horizontal fusioniert. Aufder der Mittelwertzentrierung wurden keine weiteren Kor-
rekturen oder Filterungen vorgenommen. Der NIPALS-Algorithmus (Nonlinear Itera-
tive Partial Least Squares) wurde verwendet, um die PLS-Modelle fiir jeden Analyten
und jede Pfadléange zu erstellen. Die Anzahl der Hauptkomponenten wurde auf ein
Minimum beschrinkt, um eine Uberanpassung zu vermeiden, wihrend gleichzeitig
ein hohes Bestimmtheitsmaf und ein niedriger, aber dhnlicher RMSEC und RMSECV
angestrebt wurde. Der Algorithmus extrahiert die relevanten Wellenldngen fiir jede
Komponente und berechnet ein Regressionsmodell, welches aus den Spektraldaten die
Konzentration des jeweiligen Chromophors berechnet. Die Validierung des Modells
erfolgt mithilfe einer Kreuzvalidierung. Durch Auftragung der berechneten Konzen-
trationen gegen die Referenzkonzentrationen lésst sich die Genauigkeit des Modells
beurteilen. Dazu werden die Parameter der Regressionsgeraden mit denen einer im
idealen Fall vorliegenden Winkelhalbierenden verglichen. Zudem werden Fehlerqua-

dratsumme und Bestimmtheitsmal® angegeben. Die Parameter werden fiir jede Pfad-
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Tabelle 12.4.: Zusammensetzung der verschiedenen Mischlésungen

BSA [mol/1] NADH [mol/1] Riboflavin [mol/1]
1¥10™° 1¥107° 1*107°
5%107° 5%107° 1*107°
5%107° 0 5%107°
0 1*10™* 5%1077
1*10™* 1*107° 0
1*107° 5%107° 1*107°
17'.-10—5 1*10—5 1;':10—6
1*107* 5%107° 0
5%107° 0 1*107°
5%107° 1*10~° 1*107°
0 5%10~° 51077
1*107° 1*10~* 5%107°
1*10~° 1*10~° 1*107°
1*107° 5%107° 5%10~7
0 5%10~° 1*107°
5%107° 0 1*10~°
1»,'.-10—4 1»,\-10—4 5;&«10—6
5%107° 1*107° 0
1»,'.-10—5 17\-10—5 1;':10—6

lange einzeln bestimmt und miteinander verglichen. Abschlief3end werden die ver-
schiedenen PLS-Modelle hinsichtlich ihrer Vorhersagegenauigkeit verglichen, um die
beste Pfadlénge fiir jeden Analyten auszuwihlen. Anhand der in diesem Zusammen-
hang auch berechneten gewichteten Regressionskoeffizienten konnen die relevanten

Spektralbereiche der verschiedenen Modelle miteinander verglichen werden.
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12.5. Kultivierungen mit CHO-Zellen

12.5.1. Batch Kultivierung im Schiittelkolben

Fiir die Kultivierung wurden CHO DG44 Zellen (Sartorius Stedim Cellca GmbH, Got-
tingen, Deutschland) mit einem MyCap CCX Schiittelkolben (Sartorius Stedim Bio-
tech, Gottingen, Deutschland) kultiviert. Die Zelllinie produziert ein Immunglobu-
lin G1 (IgG1) als monoklonalen Antikorper. Es wurden chemisch definierte Medien
fiir die Vorkultur und Produktionsmedien fiir die Hauptkultur von der Sartorius Ste-
dim Cellca Plattform verwendet.

Das Inokulum wurde in fiinf Passagen hergestellt und in einem 7,5 %-igen CO,/Luft-
Gemisch, 85 % relativer Luftfeuchtigkeit, bei konstanten 36,8 °C auf einer Schiittel-
plattform (120 U*min '), in 500 ml Erlenmeyer-Schiittelkolben, mit 150 ml Vorkultur-
medium inkubiert. Ab der vierten Passage wird Vorkultur-Medium ohne MTX verwen-
det. Die Hauptkultur wurde auf eine finale Zellkonzentration von 1 Mio Zellen*m]™*
mit einem Arbeitsvolumen von 161 ml eingestellt. Ebenfalls wurde eine Referenzkul-
tur in einem 500 ml Schiittelkolben und einem Arbeitsvolumen von 150 ml aus dersel-
ben Vorkultur angeimpft. Die Unterschiede im Arbeitsvolumen ergeben sich aus dem
Bypassvolumen. Dadurch soll das Volumen in beiden Schiittelkolben angeglichen wer-
den.

Der Bypass wurde zum Teil mit Heildldampf vorsterilisiert und vor Beginn der Haupt-
kultur mit der vorsterilisierten Absorptionsmesszelle (1,5 mm Pfadldnge) durch Ver-
schweillen von Schlduchen verbunden. Der Anschluss des Bypasses an den MyCap-
Schiittelkolben erfolgte mit AseptiQuik G-Konnektoren. Eine Peristaltikpumpe sorgt
fiir einen kontinuierlichem Volumenstrom von 4 ml*min~!. Die Kultivierungspara-
meter der Hauptkultur entsprechen denen der Vorkultur. Wahrend der Kultivierung
konnten dem MyCap-Schiittelkolben tiber einen Probenentnahme-Port manuell Pro-
ben mit einer Spritze entnommen werden. Diese wurden zur Bestimmung der via-
blen Zellzahl und Viabilitit (Cedex HiRes, Roche), sowie der Metabolitkonzentratio-
nen (Cedex Bio, Roche) genutzt. Zu den analysierten Metaboliten zidhlen Glucose,
Glutamin, Glutamat, Lactat, Lactatdehydrogenase und IGG. Zuséatzlich wurden mit-
hilfe der entwickelten Absorptionsmesszelle und einem faseroptischen Spektrometer

Absorptionsspektren aufgenommen.
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12.5.2. Fed Batch Kultivierung im 10 L Edelstahlreaktor

Die fed batch Kultivierung wurde mit CHO DG44 Zellen (Sartorius Stedim Cellca
GmbH, Géttingen, Deutschland) in einem 10 L Edelstahl Bioreaktor (Biostat® Cplus,
Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt. Es wurden chemisch
definierte Medien fiir die Vorkultur und Produktionsmedien fiir die Hauptkultur von
der Sartorius Stedim Cellca Plattform verwendet. Das Inokulum wurde in fiinf Passa-
gen hergestellt und in einem 7,5 %-igen CO, /Luft-Gemisch, 85 % relativer Luftfeuch-
tigkeit bei 36,8 °C auf einer Schiittelplattform (120 U/min) in 500 ml Erlenmeyer-
Schiittelkolben mit 150 ml Vorkulturmedium inkubiert. Ab der vierten Passage wird
Vorkultur-Medium ohne MTX verwendet. Die Hauptkultur wurde aus der Vorkultur
beimpft, um eine anfingliche viable Zellkonzentration von 0,3 Mio. Zellen*ml™! im
Bioreaktor zu erreichen, mit einem tatsidchlichen Arbeitsvolumen von 6,6 L. Die Zellen
werden bei 36,8 °C, einer Gelostsauerstoffkonzentration von 60% und einer Riihrer-
drehzahl von 294 rpm kultiviert, wobei der pH-Wert auf 7,1 geregelt wird. Die Feed-
medien A und B werden ein Mal tédglich jeweils iiber eine Peristaltikpumpe zugegeben.
Bei 6,6 | Arbeitsvolumen betragt das téglich zugegebene Gewicht 277,2 g FMA sowie
27,7g FMB. Sinkt die Glucose-Konzentration nach Tag 5 unter einen Wert von 5 g/1*
wird Glucose-Losung zugegeben, bis dieser Wert wieder erreicht wurde.

Uber ein automatisiertes Probenentnahmesystem wurde mit einem Intervall von 4 h
eine Probe fiir offline Analytik entnommen. Das Probenentnahmesystem arbeitet mit
einer Hubkolbenpumpe und einem Autosampler, welcher die Proben bis zur Verwen-
dung bei 4 °C lagert. Die NIR-Streulichtmesszelle wurde durch Verschweilden von
Schlduchen in das System eingesetzt und fiillt sich zusétzlich zum Zeitpunkt der Pro-
benentnahme auch alle 30 min fiir eine Dauer von 90 s mit Medium. Innerhalb die-
ser 90 s werden 30 Messungen mit einer Messfrequenz von 1 s durchgefiihrt. Die 30
Messwerte einer Messung werden wihrend der Datenauswertung auf Ausreif3er un-
tersucht und diese gegebenenfalls entfernt. Die {ibrigen Messwerte werden gemittelt
und das Ergebnis dem Zeitpunkt des ersten Messwertes zugeordnet. Somit ergeben
sich 2 Messpunkte pro Stunde, die zur Auswertung gegen die Zeit aufgetragen werden.
Zusatzlich wird auch die iiber offline Analytik bestimmte viable Zellzahl aufgetragen

und mit den Streulichtdaten verglichen.
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12.5.3. Perfusionsprozess

Fiir die Perfusionskultivierung wurden CHO DG44 Zellen (Sartorius Stedim Cellca
GmbH, Gottingen, Deutschland) mit dem Ambr® 250 Modular System (Sartorius Ste-
dim Biotech, Géttingen, Deutschland) kultiviert. Die Zelllinie produziert ein Immunglo-
bulin G1 (IgG1) als monoklonalen Antikorper. Es wurden chemisch definierte Medien
fiir die Vorkultur und Produktionsmedien fiir die Hauptkultur von der Sartorius Ste-
dim Cellca Plattform verwendet. Das Inokulum wurde in fiinf Passagen hergestellt und
in einem 7,5 %-igen CO,/Luft-Gemisch, 85 % relativer Luftfeuchtigkeit bei 36,8 °C
auf einer Schiittelplattform (120 U/min) in 500 ml Erlenmeyer-Schiittelkolben mit
150 ml Vorkulturmedium inkubiert. Ab der vierten Passage wird Vorkultur-Medium
ohne MTX verwendet. Die Hauptkultur wurde aus der Vorkultur beimpft, um eine an-
fingliche viable Zellkonzentration von 1 Mio. Zellen*ml™! im Bioreaktor zu erreichen,
mit einem tatsichlichen Arbeitsvolumen von 0,24 1. Das fiir die Hauptkultur verwen-
dete Medium und der spiter verwendete Feed setzen sich aus Hauptkultur-Medium
(91,2 %), Feed Medium A (8 %) sowie Feed Medium B (0,8 %) zusammen.

Die Kultivierung erfolgte bei einer Riihrgeschwindigkeit von 855 U/min und einer
Temperatur von 36,8 °C mit programmierten Sollwerten fiir den pH-Wert von 7,1
und einer Gelostsauerstoffkonzentration von 60 %. Antifoam C Emulsion 2 % (Sigma-
Aldrich, Inc., Saint-Louis, USA) wurde alle 12 Stunden zugegeben, um Schaumbildung
zu verhindern. Der Prozess begann mit einer dreitdgigen batch-Phase, wurde mit ei-
ner Perfusionsphase fortgesetzt und dauerte insgesamt 16 Tage mit unterschiedlichen
Verdiinnungsraten von 0,01 h™! bis 0,032 h™! und einem um 0,25 ml*h™! héheren
Zufluss, um die Volumenverringerung durch die Probenahme zu kompensieren. Die
Bestimmung der viablen Zellzahl (VCC) und der Viabilitdt anhand der Gesamtzellzahl
(TCC) wurde mit dem Cedex HiRes® Analyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) durchgefiihrt. Die dazu nétigen Proben wurden wahrend der Perfusions-
phase mit einem Zeitabstand von 12 h entnommen. Wahrend der batch-Phase erfolg-
te die Probenentnahme téglich. Weitere Informationen zur Reaktorvorbereitung, zu
Medien und Kulturbedingungen wurden von Schellenberg et al. beschrieben. Durch
Ersetzen der mitgelieferten Septumkappe durch einen 4-Wege-Zugabeport aus Metall
(Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Deutschland) wurde ein Bypass zur Installation
der NIR-streuenden Durchflusszelle und einer neuartigen mikrofluidischen Zellreten-

tionsvorrichtung eingerichtet.
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12.6. Hochzelldichte-Kultivierung mit Komagataella
phaffii

Die Kultivierung von Komagataella phaffii GS115 (his4) erfolgte in einem Edelstahl-
Bioreaktor (Biostat® Cplus, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen, Deutschland)
mit einem maximalen Arbeitsvolumen von 30 L. Die Zellen wurden zuvor mit dem
Expressionsvektor pPic9K-GelMP transformiert, um ein Gelatine-mimetisches Prote-
in (GelMP) herzustellen. Die Vorkultur wurde in Schiittelkolben angezogen, bis ei-
ne optische Dichte (ODg,,) von 10-15 erreicht war. Die Zellen wurden anschlieend
zur Inokulation der Hauptkultur mit einer ODg,, = 0,1 und einem Gesamtvolumen
von 10 I verwendet. Der Prozess wurde bei 30 °C, einem pH-Wert von 5, einem Ge-
halt an gelostem Sauerstoff (DO) von 30 % Luftsédttigung und einer Gasflussrate von
10 I*min~! durchgefiihrt. Nach Erschépfung der Kohlenstoffquelle (Glycerin) wurde
die Methanolzufuhr auf 0,2 % v/v Methanol eingestellt, um die GelMP-Produktion
einzuleiten. Weitere Informationen, einschliel3lich Medien und Reaktorvorbereitung,

sind von Gellermann et al. beschrieben.

12.7. Aufreinigung eines monoklonalen Antikorpers

12.7.1. Affinitatschromatographie mit Protein A

Der monoklonale Antikérper wurde in CHO DG44-Zellen produziert und in das Zell-
medium sekretiert. Im Hinblick auf die weitere Verwendung des Antikorpers muss
dieser zunichst aufgereinigt werden. Zellen und Zelltriimmer wurden durch Zentrifu-
gieren des Zellkulturmediums aus dem Uberstand entfernt. AnschlieRend wurde eine
zweistufige Tiefenfiltration mit Sartoclear® DL90 und Sartoclear® DL20 (Sartorius
Stedim Biotech, Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt.

Die geklarte Losung wurde dann mit einer Protein-A-Sdule HiTrap™ Protein A HP
(Saulenvolumen 1 mL, GE Healthcare, Chicago, USA) gereinigt, die in ein AKTA-
Pure-Chromatographiesystem (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) eingebaut war.
Ein Chromatographielauf besteht aus verschiedenen Phasen, die mit einer Flussra-
te von 1 ml*min~! durchgefiihrt wurden. Zunichst wurde die Protein-A-Siule mit
Aqulibrierungspuffer gespiilt, dann wurde der geklérte Uberstand auf die Siule aufge-
tragen. Die Probe wurde zuvor mit einem 0,45 pm Spritzenvorsatzfilter filtriert. Alle
ungebundenen Substanzen wurden in einem Waschschritt mit Aqulibrierungspuffer
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entfernt, gefolgt von der Elution des Antikorpers mit Elutionspuffer und einem ab-
schlieBenden CIP-Schritt (cleaning in place) mit CIP-Puffer und der Regeneration der
Sdule mit Aquilibrierungspuffer.

12.7.2. Anionenaustauschchromatographie

Fiir die Anionenaustauschchromatographie wurde eine HiTrap Q HP Saule (Saulen-
volumen 1 ml, GE Healthcare, Chicago, IL, USA) im Flow-through-Modus verwendet.
Das System wurde vollstindig mit Aquilibrierungspuffer gespiilt und dquilibriert. An-
schlieRend wurde die Probe aufgetragen und mit Aquilibrierungspuffer gewaschen.
Die die Elution wurde der Anteil an Elutionspuffer im Probenstrom mit einem Gra-
dienten tiber 10 Saulenvolumina (CV) bis auf 50 % erhoht. Der CIP-Schritt wurde
anschlielend mit 100 % Elutionspuffer durchgefiihrt. Wahrend des Versuchs wurde
die Absorption bei 260 nm und 280 nm mit einer 1,5 mm Absorptionsmesszelle iiber-

wacht (exakte Pfadlange: 1,19 mm) iiberwacht.

12.7.3. DNA-Aufreinigung fiir Spiking-Versuche

Zur Aufreinigung von DNA werden 50 ml einer CHO DG44 Zellsuspension in ein 50 ml
Reaktionsgefal$ gefiillt und bei maximaler Drehzahl fiir 10 min zentrifugiert. Das ent-
stehende Prazipitat wird in 4 ml CTAB-Extraktionspuffer resuspendiert und bei 60 °C
fiir 1 h inkubiert. Anschliel3end werden 4 ml Chloroform:Isoamylalkohol hinzugege-
ben und die Losung bei 1800 x g fiir 4 min zentrifugiert. Die obere Phase wird in
ein neues 50 ml Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt. Zur erneuten Extraktion werden nun 3 ml
Chloroform:Isoamylalkohol sowie 300 ul 5M NaCl Losung zugegeben. Nach der Zen-
trifugation und der Uberfiihrung der oberen Phase, werden 3 ml eiskaltes Ethanol
zugegeben und die Losung vorsichtig gemischt. Nach 30-miniitiger Wartezeit wird die
Losung bei 10.000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Das entstehende Prazipitat wird in 2-
3 ml RNAse freiem Wasser gelost. Eine Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop
ergibt eine DNA-Konzentration von 3.729,47 ng/nl.

12.7.4. Herstellung von Antikorper-Aggregaten durch

wiederholtes Einfrieren

Die Antikérper-Stammloésung wird auf eine Konzentration von 1 g*1™! verdiinnt. Die

Losung wird in verschiedene Proben mit einem Gesamtvolumen von 1 ml aufgeteilt.
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Die Proben wurden fiir 1 min in einem Kiihlbad (Trockeneis, 99,9 % Ethanol) einge-
froren und dann 4 min bei 30 °C und 300 rpm in einem Thermoschiittler aufgetaut.
Der Vorgang wurde fiir 10 bis 50 Zyklen wiederholt. Es wurde eine unterschiedliche
Anzahl von Zyklen getestet, um die optimalen Parameter fiir die Aggregatbildung zu

ermitteln.

12.7.5. Optische Detektion von Antikorper-Aggregaten

Die durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen behandelten Proben, werden mit ei-
ner Spritze aufgezogen und iiber ein Schlauchstiick in eine Absorptionsmesszelle mit
1,5 mm Pfadldnge gefiillt. Die Messzelle wird in den zugehorigen Messzellenhalter
gesetzt und dieser mit einem faseroptischen Spektrometer (TIDAS S520) verbunden.
Gemalf3 Abschnitt 12.2.1 wird ein Absorptionsspektrum der Probe aufgenommen. Als
Referenz dient dabei der Laufpuffer der HPLC-SEC. Die aufgenommenen Spektren der
verschiedenen Proben werden anschlieend durch Anwendung eines Savitzky-Golay-
Filters (Filterbreite w=11, Ordnung 0=2) nachbearbeitet und nach Auftragung in ein

Koordinatensystem miteinander verglichen.

12.7.6. Berechnung des Aggregationsindex

Der Aggregationsindex wird als Qualitatsindikator fiir das aufgereinigte Produkt ver-
wendet. Er beschreibt die Menge der aggregierten Antikorper im Verhaltnis zur Ge-
samtmenge der Antikorper in der Probe und kann nach Formel 12.3 berechnet wer-

den.

OD
Al = ( 350

—) * 100 (12.3)
ODyg —ODj35

12.7.7. HPLC-SEC

Die Konzentrationen von Antikorperaggregaten und -fragmenten wurden mit einem
kommerziellen HPLC-System (Chromaster, VWR International, Radnor, USA) analy-
siert, das mit der Sadule Yarra™ 3 pm SEC-3000 (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
betrieben wurde. Die Proben wurden auf eine Konzentration von etwa 0,5 g*I™! ver-
diinnt, gefiltert (0,22 pm) und in einem Autosampler (10 °C) gekiihlt. Das System
wurde auf eine Flussrate von 1 ml*min™"

100 mM Natriumphosphat-Puffer und 100 mM Natriumsulfat bei pH 6,6 als mobile

eingestellt, wobei eine Kombination aus
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Phase verwendet wurde. Die Temperatur des Sdulenofens betrug 25 °C, die Tempera-

tur des Autosamplers 10 °C und das Injektionsvolumen 5 pl.

12.7.8. Nachbearbeitung der Spektraldaten

Die aufgenommenen Intensititsspektren wurden mit MATLAB® (The MathWorks, Inc.,
US) verarbeitet. Zunichst wurden die Daten des Aquilibrierungsschritts entfernt und
negative Datenpunkte herausgefiltert. Das Referenzspektrum wird durch Mittelwert-
bildung der ersten zehn aufgenommenen Spektren des Basisliniensignals berechnet.
Fiir jede weitere Messung wird die Absorption unter Verwendung des Referenzspek-
trums berechnet und mit einem Medianfilter gegléttet (Fensterbreite f=41). Chroma-
togramme konnen tiiber die Zeit und fiir verschiedene Wellenldngen erstellt werden.

Fiir den Vergleich bestimmter Absorptionsspektren wird der Zeitpunkt der maxima-
len Absorption (Peakmaximum) automatisch ermittelt. Auf das ausgewahlte Absorpti-
onsspektrum wird vor dem Plotten ein Savitzky-Golay-Filter angewendet (Filterbreite

w=11, Ordnung 0=2).
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A. Zusatzliche Experimentelle Daten

Tabelle A.1.: Uberblick iiber die Effizienz verschiedener Methoden zur Sterilisation von 3D-Druck
Materialien. Keine Kontamination (++), teilweise Kontamination (+ -), alle Proben kon-
taminiert (- -)

Einwirkzeit Druckmaterial

Methode ABS PA PMMA M2R-CL AR-M2

1h -+t - -+ ++
Ethanol

24 h R e ++ ++

1h -+ -+t ++ ++
Isopropanol

24 h -+t ++ ++

, 1h ++  ++ 4+ ++ ++

Hypochlorit

24 h ++  ++ ++ ++
uv 10 min pro Seite ++ ++  ++ ++ ++
Gamma-Strahlung >25 kGy ++ ++ 4+ ++ ++
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Abbildung A.1.: Durchlichtmikroskopaufnahmen der mesenchymalen Stammzellen AD37A. Zu
sehen sind Zellen vor Inkubation mit Extraktionsmedien (links) sowie 24 h nach In-
kubation mit Extraktionsmedien der folgenden Materialien: ABS (A), PA (B), PMMA
(Q), Positivkontrolle (D), Negativkontrolle (E), Blindprobe (F).
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Abbildung A.2.: Transmissionsspektren von Zellkulturmedium CHOMACS fiir Kultivierung von

CHO-Zellen bei unterschiedlichen Pfadlingen. Fiir die Referenzmessung wurde
Reinstwasser in die Messzelle gefiillt.
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