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Zusammenfassung

Bei der biotechnologischen Produktion rekombinanter Produkte mit S#ugetierzellen ist eine
Optimierung jedes einzelnen Prozessschrittes von entscheidender Bedeutung. Vor diesem
Hintergrund sollten im Rahmen dieser Arbeit verschiedene relevante Prozessschritte anhand von
Antikorper produzierenden Modell-Zelllinien genauer untersucht werden. Zu diesen Schritten
gehoren eine Optimierung der Kulturmedien, eine Verbesserung der Prozessanalytik, um die
komplexen Vorgidnge in einem Kultivierungsprozess besser beobachten und regeln zu koénnen,
sowie die Entwicklung effizienter und schonender Aufreinigungsstrategien, um den Zeitaufwand
und die Kosten des Gesamtprozesses zu minimieren.

Die Kultivierung von Siaugetierzelllinien in serumfreien Medien ist unter anderem fiir die
Aufreinigung und Qualitdt des Zielproduktes entscheidend. Anhand einer Untersuchung des
Proliferations-, Stoffwechsel- und Produktionsverhaltens einer Hybridom-Zelllinie unter serum-
haltigen und serumfreien Kulturbedingungen wurde eine direkte Adaption an serumfreie
Kulturbedingungen erfolgreich durchgefiihrt. Der minimale Proteingehalt des serumfreien
Mediums und die damit verbundene Reinheit des Produktes nach Ende eines Kultivierungs-
prozesses sollten die Aufreinigung des Antikorpers vereinfachen und dadurch eine hohe Kosten-
quelle der Produktion reduzieren.

Dartiiber hinaus wurde in dieser Arbeit die Einsatzmdglichkeit der 2D-Fluoreszenzspektroskopie als
effektives Verfahren fiir eine nicht-invasive Online-Prozessanalytik bei der batch-Kultivierung
einer Antikorper produzierenden CHO-Zelllinie aufgezeigt. Unter Anwendung chemometrischer
Datenauswertung war es moglich, bei einer Kultivierung relevante Prozessgrofen mit hoher
Genauigkeit vorherzusagen. Fiir standardisierte, sich wiederholende Kultivierungsprozesse unter
identischen Bedingungen, wie sie in der industriellen Produktion durchgefiihrt werden, konnte die
Anwendung des 2D-Fluoreszenzsensors demnach zu einer verbesserten Prozessiiberwachung und
Regelung beitragen.

Im Hinblick auf eine mogliche Sensor-Prozess-Kopplung fiir die Online-Uberwachung der Kon-
zentrationsverldufe verschiedener Proteine in Zellkulturmedien wurden verschiedene HPLC (high
performance liquid chromatography) basierte Methoden auf ihre Anwendbarkeit zur Detektion von
Antikorpern und anderen Medienproteinen untersucht. In diesem Zusammenhang konnte eine
conjoint liquid chromatography (CLC) basierte Methode unter Anwendung monolithischer Disks
unterschiedlicher Funktionalitit etabliert werden, die eine Detektion der Einzelproteine direkt in
Zellkulturiiberstanden ermdglichte.

Die Integration von Prozessschritten stellt eine Moglichkeit dar, die Aufreinigung von Antikérpern
effizienter zu gestalten. Ein Ansatz, der in diesem Zusammenhang verfolgt wird, ist die
Kombination aus Zellabtrennung, Produktisolierung, Reinigung und Aufkonzentrierung in einem
Prozessschritt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein speziell entwickeltes, auf Membran-
adsorbertechnologie basierendes Modul hinsichtlich der direkten Produktisolierung aus zellhaltiger
Kultursuspension untersucht. Es wurde gezeigt, dass die Zellen einen nur minimalen Einfluss auf
die Antikdrperaufreinigung ausiiben. Unabhédngig von der Ausgangslosung konnten hohe Anti-
korperausbeuten mit einer hohen Wiederfindungsrate erzielt werden. Darliber hinaus wurden
limitierende Faktoren bei der Aufreinigung aus partikelhaltiger Losung aufgezeigt und erste
Optimierungsansitze mit Erfolg umgesetzt.

Stichwdrter: Hybridom-Zellen, CHO-Zellen, Antikorper, Online-Prozessanalytik, 2D-Fluores-
zenzspektroskopie, HPMDC, Antikorperaufreinigung, Membranadsorber
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Abstract VII

Abstract

For the improvement of a biotechnology process with mammalian cell lines it is crucial to optimize
each individual step in order to produce recombinant proteins. Thus, different relevant aspects of
production processes were investigated in this thesis. These assayed aspects include an opti-
mization of the cell culture medium, the improvement of the bioprocess monitoring and control as
well as the development of efficient and gentle purification strategies in order to reduce process
time and production costs.

For the purification and quality of the target protein, cultivation under serum free conditions is an
important factor. Hence, the proliferation, metabolism and productivity of a hybridoma cell line
cultivated in batch cultures in serum supplemented and serum free culture medium were compared.
An adaption of these cells to serum free conditions was performed successfully. Furthermore, the
low protein content of the used serum free medium results in a high purity of the target antibody at
the end of the cultivation. This enables a simplification of the purification process and thus reduces
production costs.

Moreover, 2D fluorescence spectroscopy has been proved to be an effective and non-invasive tool
for online bioprocess monitoring during batch cultivations of an antibody producing CHO cell line.
In combination with chemometric modeling it was possible to predict important process variables
accurately. The application of the fluorescence sensor in standardized industrial production
processes seems to be a suitable tool for improved bioprocess monitoring and control.

In terms of a sensor process coupling for the determination of proteins in cell culture medium,
different HPLC based methods were tested with regard to their applicability for the detection of
antibodies and other proteins in cell culture medium. Providing the possibility of determination of
individual target proteins in cell culture medium, a conjoint liquid chromatography (CLC) based
method using monolithic disks of different functionality was established.

An integration of different purification steps is one possibility to design a more efficient antibody
purification process. In this regard the technology should combine cell separation, capturing,
purification and concentration of the target protein in one single step. In this study a new module
design based on membrane chromatography was tested successfully towards its suitability for
direct capturing of the target protein from whole cell culture broth. It has been demonstrated that
the cells have no significant influence on the antibody purification without regard to the applied
solution. A direct capture of the target antibody has been realized with high protein yields and a
high recovery. Furthermore, limiting factors in terms of cell retention inside the device have been
identified and first improvements have been realized successfully.

Keywords: hybridoma cells, CHO cells, antibody, online process monitoring, 2D fluorescence
spectroscopy, HPMDC, antibody purification, membrane adsorber
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1.  Einleitung

Fiir die Herstellung von Proteinen fiir therapeutische Zwecke werden haufig biotechnologische
Prozesse entwickelt, bei denen gentechnisch modifizierte, sogenannte rekombinante
Mikroorganismen wie z. B. Bakterien und Hefen oder Séugetierzellen Einsatz finden. Bakterien
wie z.B. E.coli sind robuste und schnell wachsende Organismen mit geringen Nahrstoff-
anspriichen. Sie vereinen die Vorteile einer hohen Biomasseproduktion und der relativ einfachen
Steuerung der Bioprozesse. Einfache Pharmaproteine wie z. B. Humaninsulin oder das
Wachstumshormon Somatropin werden mit Hilfe rekombinanter E. coli Stimme produziert.

Hochkomplexe Proteine unterliegen posttranslationalen Prozessierungsmechanismen wie z.B.
Glykosylierung. Diese chemischen Modifikationen sind fiir die biologische Aktivitit dieser
Proteine im Organismus zwingend erforderlich. Da die Synthese komplexer Glykosylierungsmuster
in prokaryotischen Systemen nicht gelingt, werden fiir die Produktion von komplexen
therapeutischen Proteinwirkstoffen wie z. B. bestimmten Hormonklassen, Blutgerinnungsfaktoren,
Wachstumsfaktoren und monoklonale Antikorper trotz aufwendiger und kostenintensiver
Kultivierung rekombinante Saugetierzelllinien verwendet. Langsames Wachstum, komplexe
Néhrmedien, anspruchsvolle Reaktortechnik und Analytik sind nur einige Faktoren, die die
Kultivierung von Séugetierzelllinien bestimmen. Um einen Produktionsprozess im groBtechnischen
Malstab rentabel auszufiihren, bedarf es einer Optimierung jedes einzelnen Prozessschrittes.

In den letzten zehn Jahren ist im Bereich der biotechnologischen Produktion rekombinanter
Produkte der Bedarf nach einer verbesserten Prozessanalytik gestiegen. Das Ziel ist es dabei, die
komplexen Vorgidnge in einem Kultivierungsprozess besser beobachten und kontrollieren zu
konnen. Produktivitdt und Aktivitit der rekombinanten Zelllinien unterliegen zahlreichen Faktoren,
die die Effizienz eines Produktionsprozesses beeinflussen konnen. Neben der herkommlichen
Offline-Analytik, die eine detaillierte Analyse zahlreicher Inhaltsstoffe ermdglicht, spielt die
Online-Analytik am Bioreaktor zur Prozessiiberwachung eine wichtige Rolle. Der Vorteil
gegeniiber der Offline-Messung liegt darin, direkt und ohne Zeitverzug kontinuierlich Messwerte
aufnehmen zu konnen. Auf diese Weise werden z. B. pH-Wert, O,-Partialdruck und Temperatur
wihrend der Kultivierung tiiberwacht. Eine Bestimmung des zeitlichen Verlaufs relevanter
ProzessgroBBen wie z.B. Substrat-, Produkt- oder Zellkonzentration ist hiufig nur mit
entsprechender Offline-Analytik oder komplexen Prozessanalysatoren (Sensor-Prozess-Kopplung)
realisierbar. An dieser Stelle sollen z. B. spektroskopische Verfahren wie z.B. die Fluoreszenz-
spektroskopie Abhilfe schaffen. Sie bieten die Mdglichkeit einer nicht-invasiven, zerstérungsfreien

Prozessiiberwachung und liefern eine Vielzahl an Informationen, die direkt oder mit Hilfe



chemometrischer Datenauswertung die Beobachtung bestimmter Prozessvariablen online und in-
situ ermoglichen.

Neben der Entwicklung und Verbesserung der Sensortechnik fiir eine kontrollierbare Online-
Uberwachung von Produktionsprozessen werden immer groBere Anforderungen an den
Aufreinigungsprozess eines biotechnologisch hergestellten Produktes gestellt. Durch die
fortwiahrende Optimierung der Expressionssysteme, die Entwicklung verbesserter Ndhrmedien und
die Weiterentwicklung der Reaktortechnik kdnnen derzeit Produkttiter von mehr als 1 g/l erzielt
werden. Monoklonale Antikdrper haben in diesem Zusammenhang aufgrund der fortschreitenden
Entwicklung dieser Technologie stark an Bedeutung gewonnen und zéhlen nicht zuletzt aufgrund
threr hohe Sperzifitdit und ihrer therapeutischen Wirkung bei der Behandlung zahlreicher
Krankheiten zu der am schnellsten wachsenden Gruppe von Biopharmazeutika.

Um der groBen Nachfrage nach auf Antikoérper basierten Produkten und der fortschreitenden
Optimierung der Kultivierungsprozesse bzgl. steigendem Produkttiter gerecht zu werden, ist es
notwendig in effiziente, produktschonende und schnelle Aufreinigungsstrategien zu investieren, um
Dauer und Kosten des Gesamtprozesses zu minimieren. In der Literatur werden verschiedene
Ansitze beschrieben, um den Aufreinigungsprozess effizienter zu gestalten und damit die
steigenden Kosten zu senken. Neben einer besseren Auslastung durch Optimierung bestehender
Anlagen, der Entwicklung alternativer Verfahren fiir die Produktisolierung und Feinreinigung
spielt die Entwicklung und Verbesserung von chromatographischen Tragermaterialien eine
wichtige Rolle. Dariliber hinaus konnten Kosten durch das Zusammenfiihren von zwei oder
mehreren Prozessschritten zu einem Schritt reduziert werden. Membranadsorber, die bereits
erfolgreich in Aufarbeitungsprozessen im Bereich der Virusfiltration, DNA- und Protein-
abreicherung Anwendung finden, nehmen in diesem Zusammenhang eine besondere Stellung ein.
Gegeniiber herkdmmlichen, diffusionslimitierten, partikelgefiillten ~Chromatographieséulen
erlauben Membranadsorber einen konvektiven Stofftransport und konstante Bindungskapazititen
auch bei hohen Flussraten. Auf diese Weise ist der Durchsatz grofer Volumina in kurzer Zeit
moglich. Im Hinblick auf die Zusammenfiihrung mehrerer Prozessschritte kann die Entwicklung
neuartiger Membranadsorber-Module zu einer schnelleren und effizienteren Aufreinigungsstrategie

beitragen.
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2.  Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen verschiedene relevante Aspekte eines Produktionsprozesses am
Beispiel von Antikdrper produzierenden Siugetierzelllinien untersucht werden. Dabei sollen
insbesondere fiir die Bereiche Kultivierung, Prozessbeobachtung, Produktanalytik und
Aufreinigung neue Methoden etabliert werden. Die einzelnen Zielsetzungen werden im Folgenden

thematisch gegliedert dargestellt.

Kultivierung

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist die Kultivierung der Hybridom-Zelllinie IV F19.23 in
serumhaltigem Medium, die einen monoklonalen Antikdrper gegen Penicillin G Amidase
produziert. Um das Proliferations- und Produktionsverhalten der Zellen zu untersuchen, sollen
batch-Kultivierungen in Spinnerflaschen durchgefiihrt werden. Eine Konzentrationsbestimmung
verschiedener Prozessgroflen wie Zellzahl, Glukose, Laktat und Glutamin sowie der Gehalt des
produzierten Antikorpers sollen eine erste Einschitzung iiber das Wachstumsverhalten der Zellen,
den Substratverbrauch sowie die Produktionskinetik liefern. Der hohe Proteingehalt komplexer,
serumhaltiger Kulturmedien unterstiitzt hierbei das Proliferations- und Produktionsverhalten der
Zellen. Fiir eine effektive Aufreinigung des Zielproduktes ist der hohe Proteinanteil jedoch
hinderlich. Kontaminationsgefahr und auftretende Chargenvarianz beeintrdchtigen zudem die
Reproduzierbarkeit der Kultivierung. Um die Aufreinigung des Antikdrpers zu erleichtern, soll in
einem weiteren Schritt die Adaption der Zelllinie an serumfreie Kulturbedingungen erfolgen. Da
eine Serumreduzierung hdufig mit einer Verschlechterung des Proliferations- und des Produktions-

verhalten der Zellen einhergeht, sollen diese GroBen vor und nach der Adaption untersucht werden.

Prozessbeobachtung

Vorgénge bei der Produktion und steigende Produkttiter erhohen den Bedarf nach einer
verbesserten Prozessbeobachtung und Regelung. Aus diesem Grund soll in dieser Arbeit, am
Beispiel der batch-Kultivierung einer Antikérper produzierenden CHO-Zelllinie, der Einsatz der
2D-Fluoreszenzspektroskopie zur nicht-invasiven Online-Prozessanalytik untersucht werden. In
diesem Zusammenhang soll analysiert werden, ob die simultane Beobachtung relevanter
ProzessgroBBen wie Zellzahl, Glukose, Laktat, verschiedene Aminosiduren wie Glutamin und
Glutamat, aber vor allem der Verlauf der Antikorperproduktion wihrend einer Kultivierung
moglich ist. Hierbei sollen die verschiedenen Prozessgrofen, die Aufschluss iiber den Zustand der
Kultur liefern, zunichst mit entsprechender Analytik offline bestimmt werden. Mit Hilfe

chemometrischer Datenauswertung sollen im Anschluss Modelle entwickelt werden, die es



ermoglichen sollen, die Konzentrationsverldufe der ProzessgroBen eines unbekannten Laufes

vorherzusagen.

Produktanalytik

Dariiber hinaus sollen im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Analysemethoden, fiir die in
Zellkulturmedien enthaltenen Proteine und fiir den von der Hybridom-Zelllinie IV F19.23
produzierten Antikérper, untersucht werden. Diese Methoden sollen eine Detektion und
Quantifizierung der Einzelproteine wéahrend eines Produktions- und Aufreinigungsprozesses
ermdglichen. Im Hinblick auf eine mogliche Sensor-Prozess-Kopplung fiir die Online-Uber-
wachung sollen hierfiir Methoden der instrumentellen Analytik wie HPLC (High performence
liquid chromatography) Anwendung finden, die eine einfache Ankopplung an den jeweiligen
Prozess ermdglichen konnen. Die angewandte Analytik soll eine direkte Konzentrations-
bestimmung aus Zellkulturiiberstinden ohne zeitaufwendige Vorbehandlung der Proben

ermdglichen.

Produktaufreinigung

Die Integration von Prozessschritten ermoglicht die effiziente Gestaltung des Aufreinigungs-
prozesses. Vor diesem Hintergrund wurde von der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH
(Géttingen) auf Basis der Membranadsorbertechnologie ein neuartiges Modul entwickelt, das die
Aufreinigung von Proteinen aus zell-/partikelhaltiger Kultursuspension gewéhrleisten soll. Das
System Sartobind® Direct wurde in Anlehnung an das FlieBbettadsorptionsverfahren entwickelt. Im
Rahmen dieser Arbeit soll dieses System im Hinblick auf eine direkte Aufreinigung von
Antikorpern aus zellhaltiger Kultursuspensionen getestet und evaluiert werden. Fiir die Versuche
soll die an serumfreie Bedingungen adaptierte Hybridom-Zelllinie IV F19.23 verwendet werden.
Neben dem Einfluss des Mediums bzw. der Zellen auf das Bindungs- und Elutionsverhalten des
Antikorpers sollen die Einheiten hinsichtlich ihrer Partikelgdngigkeit bei der Aufreinigung aus

zellhaltigem Medium untersucht werden.
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3. Grundlagen

3.1.  Tierzellkultivierung

In der industriellen Nutzung werden hauptsidchlich pharmazeutisch interessante Produkte mit
Sdugetierzelllinien hergestellt. Zu den Produkten gehdren z.B. Impfstoffe, Hormone, Enzyme und
Antikorper. [1-5]

Fortschritte in der Gentechnologie in der Mitte der 70er Jahre ermdglichten den Gentransfer in
Saugetierzellen. [6, 7] Diese Technik der DNA-Rekombination erlaubt es, eine Vielzahl physio-
logisch aktiver Proteine in Sdugetierzellen in-vitro zu produzieren. Zunichst wurden speziesfremde
Gene in Mikroorganismen wie Bakterien und Hefen eingefiihrt, die das jeweilige rekombinante
Zielprodukt exprimierten. Mikroorganismen sind nicht nur einfach in der Handhabung, sondern
bewihrten sich aufgrund ihrer hohen Biomasseproduktivitit, kurzer Fermentationszeiten und
geringen Produktionskosten. Als klassisches Beispiel gilt die industrielle Produktion von Human-
insulin mit Hilfe gentechnisch verdnderter E. coli Stimme, welche zu Beginn der 80er Jahre bereits
ausgereift war. [8-10] Viele der therapeutisch genutzten, einfachen Pharmaproteine wie z. B. das
Wachstumshormon Somatropin und einige Interferone werden noch heute durch Mikroorga-nismen
produziert.

Neben den genannten Vorteilen weisen Bakterien als Produzenten aber auch Nachteile fiir die
pharmazeutische Produktion auf. Bakterien konnen posttranslationale Prozessierungsmechanismen
wie z. B. Glykosylierung, Phosphorylierung und Amidierung nicht korrekt ausfithren. Diese sind
bei Eukaryoten wie Saugetierzellen selbstverstidndlich und fiir die biologische Aktivitit komplexer
Proteine, sogenannter Glykoproteine, Voraussetzung. Pilze, wie z. B. Hefen, besitzen die Anlage
zur Durchfithrung derartiger Modifikationen, diese sind jedoch nicht humankompatibel. [2, 11]
Werden rekombinante Proteine, die eine falsche oder gar keine Modifizierung aufweisen, als
Therapeutika genutzt, verfehlen sie ihre biologisch-pharmakologische Wirkung und die Immuno-
genitét wird erhdht. Trotz ihres vergleichbar langsamen Stoffwechsels und der hohen Kosten bei
der Kultivierung kann bei der biotechnologischen Herstellung humaner, therapeutisch wirksamer
Substanzen auf die Verwendung von Saugetierzellen nicht mehr verzichtet werden.

Das erste mit Hilfe von Sédugetierzellen produzierte rekombinante Produkt, das im Jahr 1987 auf
den Markt kam, war der Gewebe-Plasminogen-Aktivator (t-PA: tissue plasminogen activator).
Hierbei handelt es sich um eine Serinprotease, die bei der Behandlung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen zum Einsatz kommt und bei der Auflosung entstandener Blutgerinnsel eine wichtige
Rolle spielt. Der Erfolg dieses Produktes ebnete in den darauffolgenden Jahren den Weg fiir eine
Vielzahl weiterer biotechnologisch hergestellter Produkte wie z. B. Erythropoetin (EPO) oder



Faktor VIII. EPO ist ein Hormon, das zur Stimulation der Erythrozytenbildung im Kdorper (rote
Blutzellen) vor allem bei Andmie und Niereninsuffizienz eingesetzt wird. Faktor VIII ist ein
Blutgerinnungsfaktor zur Behandlung der Bluterkrankheit Hamophilie A. [3, 8]

Die Zelllinien, die fiir die Produktion solcher rekombinanter Produkte eingesetzt werden, miissen
bestimmten Anforderungen gerecht werden. Grundvoraussetzung ist die Gewihrleistung einer
moglichst humanihnlichen Glykosylierung, um die biologische Aktivitit des Zielproduktes sicher
zustellen. [11] Die Zelllinie sollte nicht nur ein stabiles Expressionssystem aufweisen, um das
gewiinschte Zielprodukt zu synthetisieren, sondern iiber einen langen Zeitraum ein konstantes
Expressionslevel halten. [12] Die spezifische Produktionsrate sollte hierbei so hoch wie moglich
sein. Die eingesetzten Zellen sollten in chemisch definierten Medien schnell zu hohen Zelldichten
heranwachsen konnen. Die heutzutage standardmiBig in industriellen Prozessen eingesetzten
Zelllinien, die sich {iber Jahre hinweg etabliert haben, sind neben BHK- (baby hamster kidney),
COS- (CV1 origin SV40) und Maus-Myelom-Zellen (NSO und Sp2/0) vor allem CHO-Zellen
(chinese hamster ovary), die sich nicht zuletzt aufgrund ihres hohen Bekanntheitsgrades, durch
einen groflen Erfahrungsschatz in der Kultivierung und der Modifizierung auszeichnen. [12-14]

Die Zellkulturmedien, in denen die Zellen zur Produktion rekombinanter Produkte kultiviert
werden, sind sehr komplex, denn sie miissen die Zellen mit ausreichend Néhrstoffen versorgen.
Seren wie z. B. fotales Kdlber Serum (FCS: fetal calf serum) sind Zusatzstoffe, die abhidngig vom
jeweiligen Zelltyp oftmals den Medien beigefiligt werden, um das Wachstum und die Produktion
zusétzlich anzuregen. [1] Dadurch besteht jedoch die Gefahr der Kontamination durch im Serum
enthaltene Viren oder Prionen. Durch auftretende Chargenvarianzen konnen zudem keine
einheitlichen Kulturbedingungen, die fiir einen reproduzierbaren Produktionsprozess Voraus-
setzung sind, gewdhrleistet werden. [13, 15] Der hohe Proteingehalt dieser komplexen Mischungen
erschwert auflerdem die Aufreinigung der Zielprodukte. Der Anteil des Produktes vor dem ersten
Aufreinigungsschritt nach der Kultivierung in serumhaltigen Medien betrdgt zumeist 30 %,
wiahrend in optimal angepassten Medien der Produktanteil zwischen 60 % und 70 % liegt. [16]
Dies gewihrleistet eine bessere Voraussetzung fiir die spétere Aufreinigung. Aus diesen Griinden
werden fir die industrielle Produktion serumfreie, chemisch definierte Medien frei von Zusitzen
tierischen Ursprungs verwendet. [17, 18] Zusétzlich kann auf diese Weise das Infektionsrisiko und
die damit einhergehende Gefahr von Immunreaktionen bei der spiteren Anwendung dieser

Préparate gesenket werden.



Tabelle 3.1.1: Gentechnisch hergestellte Biopharmaka aus Sdugetierzellen. [19, 20]

Klasse Protein/ Wirkstoff Produkt Indikation Firma Expressions- | Zulassung seit
system
Blutgerinnungsfaktoren | Faktor VIII Advate” Héameophilie A Baxter CHO 2004 (US)
Helixate NexGen" Bayer BHK 2000 (EU)
ReFacto® Genetics Institute/ CHO 1999 (EU), 2000 (US)
Wyeth Europe
Kogenate® Bayer BHK 1993 (US), 2000 (EU)
Faktor VIla NovoSeven® Himeophilie NovoNordisk BHK 1996 (EU), 1999 (US)
Faktor IX Benefix" Himeophilic B Genetics Institute CHO 1997 (US, EU)
Gerinnungshemmer Tissue Plasminogen Metalyse” Herzinfarkt Boehringer Ingelheim | CHO 2001 (EU)
Aktivator (t-PA) Activas® Genentech CHO 1987 (US)
Wachstumsfaktoren Erytropoetin (EPO) Mircera” Andmie Roche CHO 2007 (EU)
Aranesp” Amgen Europe CHO 2001 (US)
Nespo® Amgen Europe CHO 2001 (US)
Neorecormon” Roche CHO 1997 (EU)
Erypo” Janssen-Cilag CHO 1988
Hormone Follikel stimulierendes | Follistim® Fertilitdtsstorung NV Organon CHO 1997 (US)
Hormone (rFSH) Puregon” NV Organon CHO 1996 (US)
Gonal® Serono CHO 1995 (EU), 1997 (US)
Human luteinisierendes | Luveris” Ares-Serono CHO 2000 (EU)
Hormone (r-hLH)
Follikel stimulierendes/ | Pergoveris®” Serono CHO 2007 (EU)
luteinisierendes
Hormon
rh-Choriogonadotropin | Ovitrelle® Ares-Serono CHO 2000 (US), 2001 (EU)
Thyroid stimulating Thyrogen® Krebsdiagnostik Genzyme CHO 1998 (US), 2000 (EU)
hormone (rTSH)
Enzyme Indursulfase Elaprase® Mucopolysaccharose 11 Shire plc. Humanzellen | 2007 (US)
(Hunter Syndrom)
Galsulfase Naglazyme" Mucopolysaccharose VI BioMarin Europe CHO 2006 (EU)
Laronidase Aldurazyme” Stoffwechselstorung Genzyme CHO 2003 (US)
Interferone Interferon-B-1a Rebif" Multiple Sklerose Ares Serano CHO 1998 (EU), 2002 (US)
Avonex” Biogen CHO 1997 (EU), 1996 (US)
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In den letzten 20 Jahren ist die Nachfrage nach Produkten aus Saugetierzelllinien immens
gestiegen. [13, 20-22] Dank verbesserter Reaktortechnik, optimierter Kulturmedien und Expres-
sionssysteme werden heutzutage 60 % bis 70 % aller rekombinanten Proteine in der Pharma-
industrie mit Hilfe von Siugetierzellen hergestellt. [23] Tabelle 3.1.1 gibt einen Uberblick iiber
einige in den USA und Europa lizenzierten Produkte, die seit 1987 auf dem Markt sind. [19, 20]

Die Kombination verschiedener Techniken auf dem Gebiet des Antikorper-engineerings und die
steigende Nachfrage fiihrten in den letzten Jahren zu einem massiven Anstieg biotechnologisch
hergestellter, Antikdrper basierender Therapeutika.

Antikorper, sogenannten Immunglobuline, sind Glykoproteine, die im Serum und in Gewebe-
fliissigkeiten eines jeden Wirbeltieres vorhanden sind. Sie werden in den B-Lymphozyten gebildet
und nehmen eine essenzielle Rolle im Immunsystem ein, da sie Infektionen oder cytotoxische
Effekte von korpereigenen Stoffen abfangen. [15] Jeder Antikorper weist eine einheitliche, Y-
formige Struktur auf. Diese setzt sich aus zwei identisch schweren Polypeptidketten (heavy chains)
und zwei einheitlichen leichten Polypeptidketten (light chains) zusammen, die durch Disulfid-
briicken miteinander verbunden sind. Leichte Ketten besitzen eine relative Molekiilmasse von ca.
25 kDa, wihrend die schweren Ketten eine relative Masse von 50-70 kDa aufweisen. Jede
Polypeptidkette besteht aus konstanten und variablen Doménen. Die variablen Doménen sind von
Antikorper zu Antikorper verschieden. Sie bilden die Antigenbindungsstelle, das Paratop, und sind
folglich fiir die Spezifitét eines jeden Antikorpers verantwortlich. Die konstanten Doménen der Fc-
Region (fragment crystallizable region) des Antikorpers besitzen dagegen biologische Funktionen,
wie z. B. Bindung zu Zelloberflachenrezeptoren. [24]

Dank ihrer hohen Sperzifitidt gegeniiber korrespondierenden Proteinen finden Antikérper u.a. im
Bereich der Immundiagnostik, der Bioanalytik und der Affinitdtschromatographie Anwendung. Der
Markt fiir rekombinante Antikorper ist in den letzten Jahren aufgrund des groBen Bedarfs im
klinischen Sektor exponentiell angestiegen. Hier finden Antikdrper vermehrt bei der
Immuntherapie, bei Atemwegs-/ Haut- oder neurologischen Erkrankungen, bei Transplantationen
und bei der Behandlung von Krebs und anderen akuten Krankheiten Anwendung. [25, 26]

Das Aufkommen von Antikorpern als Therapeutikum resultierte aus der fortschreitenden Entwick-
lung der monoklonalen Antikoérpertechnologie in den letzten 30 Jahren. [27, 28] Mit dem Einsatz
der Hybridom-Technologie im Jahr 1975 durch Milstein und Kohler gelang es erstmals, mono-
klonale Antikorper (Antikdrper mit einer einzigen, definierten Spezifitit) im grolen Malistab zu
kultivieren. [29] Der erste monoklonale Antikorper, der 1986 auf den Markt kam, war das Produkt
OKT3". Er gehort zur ersten Generation monoklonaler Antikorper. Sein rein muriner Ursprung ruft

jedoch bei der Anwendung im Menschen eine Immunabwehr hervor.



Tabelle 3.1.2: Ubersicht iiber lizensierte Antikorper. [16, 19, 30]

Produkt Indikation Firma Expressionssystem Urspung Zulassung seit
Orthoclone Okt3" Organabstof3ung bei Johnson & Johnson Hybridom-Zellen murine 1986
Nierentransplantation
ReoPro® Antithrombotikum Centocor/ Lilly SP2/0 chimér 1994 (US)/ 1995 (EU)
Panorex” Darmkrebs GlaxoSmithKline n.b. humanisiert 1995
Rituxan® Rheumatoide Arthritis Biogen-IDEC/ Genentech CHO chimér 1997
Zenapax"” Immunsupressivum Roche GS-NSO humanisiert 1997 (US)/ 1999 (EU)
Herceptin® Krebs Roche/ Genentech CHO humanisiert 1998 (US)/ 2000 (EU)
Remicade® Morbus Crohn, rheumatoide Centocor SP2/0 chimar 1998 (US)/ 1999 (EU)
Arthritis
Simulect™ Immunsupressivum Novartis murine Myelom Zellen chimér 1998
Synagis® Atemwegsinfektion Abbott NSO humanisiert 1998 (US)/ 1999 (EU)
Mabthera®™ Krebs Roche CHO chimér 1998
Mylotarg™ Leukdmie Celltech/AHP CHO humanisiert 2000
MabCampath® Krebs Medac Schering CHO humanisiert 2001
Campath® Chronische lymphomatische Milleniunmy/ Ilex/ Baxter CHO humanisiert 2001
Leukdmie
Humira® rheumatoide Arthritis Abbott CHO human 2003
Zevalin® Krebs Schering/ Biogen IDEC CHO chimér 2003 (US), 2004 (EU)
Xolair® Asthma Genentech/ Novartis CHO human 2003 (US), 2005 (EU)
Erbitux™ Darmkrebs Merck/ LimClone/ BMS murine Myelom Zellen chimér 2004
Raptiva® Schuppenflechte Genentech/ Xoma CHO humanisiert 2004
Avastin® Krebs Roche/ Genentech CHO humanisiert 2004 (US), 2005 (EU)
Tysabri® Multiple Sklerose Biogenldec NSO humanisiert 2006 (US),2006 (EU)
Vectibix® Darmkrebs Amgen CHO human 2006 (US), 2007 (EU)
Soliris” Paroxysmale néchtliche Alexion Europe NSO humanisiert 2007
Hamoglobinurie

uogde[punin
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Um diese zu reduzieren, wurden mit Hilfe der DNA-Rekombination sogenannte chimére und spéter
auch humanisierte monoklonale Antikorper entwickelt, in denen der murine Anteil der konstanten
Doménen durch baugleiche konstante Teile menschlicher Antikorper (chimér: 60 % human,
humanisiert: 90-95 % human) ersetzt wurden. Herceptin® war das erste, auf einem humanisierten
Antikorper basierende Produkt, das zur Behandlung von Brustkrebs im Jahr 1998 lizenziert wurde.
[31] Das Anlegen von Genbibliotheken spezifischer Antikorpersequenzen und die Anwendung der
phagen-display-Technologie ermdglichten einige Jahre spdter die Synthese eines komplett
humanen monoklonalen Antikorpers. [31, 32] Dariiber hinaus finden sogenannte single-chain-Fv-
Fragmente (liber Peptidlinker umgeriistete antigenbindende Einheit) sowie Fc-Fusionsproteine
(Proteine gekoppelt an das Fc-Fragment der konstanten Doméne eines Antikdrpers) im therapeu-
tischen Bereich Anwendung. [26, 33]

In den USA und der Européischen Union sind derzeit 20 auf monoklonalen Antikérpern basierende
Medikamente mit einem jahrlichen Gesamtumsatz von mehr als 9 Millarden US$ zugelassen (sieche
Tabelle 3.1.2). [20, 25, 30] Dariiber hinaus basieren mehr als 30 % der biotechnologisch herge-
stellten Produkte, die sich in klinischen Erprobungsphasen befinden, auf monoklonalen Antikor-
pern, sodass mit einem Anstieg der Produktanzahl in den nédchsten Jahren zu rechnen ist. Wéhrend
die durchschnittliche Wachstumsrate fiir rekombinante Proteine wie Impfstoffe, Hormone und
Wachstumsfaktoren bei lediglich 15 % liegt, ergibt sich fiir rekombinante Antikorper eine
jéhrliche, durchschnittliche Wachstumsrate von ca. 30 %. Sie gehdren damit zu der am schnellsten

wachsenden Gruppe von Biopharmazeutika. [16]
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3.2.  Anwendung nicht-invasiver Messtechnik bei der in-situ-

Prozessanalytik

Durch den groBen Aufschwung im Bereich der biotechnologischen Produktion rekombinanter
Produkte und das fortwdhrende Streben nach Optimierung der Produktionsprozesse steigt die
Nachfrage nach einer verbesserten Prozessanalytik, um die komplexen Vorginge in einem Kulti-
vierungsprozess besser beobachten und kontrollieren zu kdnnen. Um reproduzierbare Produkte in
hoher Qualitdt zu erzeugen, miissen die verwendeten Zellen oder Mikroorganismen unter opti-
malen, streng definierten Bedingungen kultiviert werden. Der Metabolismus dieser Organismen
und damit einhergehend die Produktivitdt und Aktivitdt unterliegen physikalischen (z. B. Tempera-
tur, Druck, Energieeintrag) und chemischen Einfliissen (z. B. pH-Wert, Substrat- und Produkt-
konzentration, Anhdufung unerwiinschter Stoffwechselprodukte). Die verwendeten Organismen
reagieren oftmals sehr empfindlich auf Anderungen ihrer physikalischen und chemischen Um-
gebung, sodass bereits kleinste Abweichungen den Metabolismus der Zellen verindern und die
Effizienz eines Produktionsprozesses beintrachtigen konnen. Um Schwankungen entgegen-
zuwirken und optimale Bedingungen fiir einen Kultivierungsprozess zu gewihrleisten, ist eine
genaue Beobachtung und Regelung der komplexen Vorgéinge innerhalb des Prozesses sowie des
biologischen Systems (Zellzustand, -wachstum, Vitalitt) unerldsslich. [34]

In Forschung und Industrie kommt eine Vielzahl von verschiedenen Sensortechniken zum Einsatz,
um biotechnologische Prozesse z. B. im Bereich der Kultivierung und Aufarbeitung zu beobachten
und zu kontrollieren. [35-37] Fiir eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Sensortypen und
deren Anwendungen in der Bioprozessanalytik sei an dieser Stelle auf weiterfiihrende Literatur
verwiesen. [36-38]

Die Art des Sensors ist dabei abhidngig von den Anforderungen des jeweiligen Prozesses. Allem
voran sollten die angewandten Messsysteme online arbeiten, d. h. eine direkte Bioprozesskontrolle
ohne aufwendige und zeitverzogernde Offline-Analytik gewdhrleisten. Dies kann auf zwei Arten
erfolgen, in-situ (inline oder im Bypass) oder ex-situ tiber ein automatisiertes Probenahmesystem
am Reaktor (Abbildung 3.2.1). Viele Sensoren haben den Nachteil, dass sie nicht sterilisierbar sind
und daher ex-situ iiber eine Sensor-Prozess-Kopplung zur Analyse eingesetzt werden miissen (z. B.
Biosensoren). Diese Art der Betriebsweise kann das Risiko der Kontamination jedoch erhéhen und
gewihrleistet nur bei Systemen mit niedriger Analysefrequenz (z. B. Sdugetierzellen) eine in-time
Prozesskontrolle. [39] Des Weiteren haben viele Systeme direkten Einfluss auf die Zusammen-
setzung des biologischen Systems, da z. B. der Analyt wéihrend der Messung verbraucht wird oder

sich die Zusammensetzung des Mediums durch eine zellfreie Probenahme andert.
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Abbildung 3.2.1: Sensor-Kopplung an einen Bioprozess.

Um diese Probleme zu umgehen, finden nicht-invasiv anwendbare Messsysteme Anwendung. Bei
der nicht-invasiven Analytik erfolgt keine Probenahme und der Analyt wird wéhrend der Messung
nicht verbraucht. Der Sensor hat auf diese Weise keinen Einfluss auf das biologische System. Die
Zusammensetzung der Reaktionsldsung bleibt unverdndert und es besteht kein Risiko der Konta-
mination. Viele nicht-invasive Sensoren stehen hierbei nicht direkt mit dem Kulturmedium in
Kontakt, sondern sind durch eine Art Barriere, z. B. durch ein Quarzglasfenster, von dem Inhalt des
Reaktors getrennt.

Nicht-invasive Verfahren koénnen in-situ d. h. inline oder im Bypass betrieben werden (sieche
Abbildung 3.2.1). Ein hédufiges Messprinzip nicht-invasiver Sensoren basiert auf optischen
Verfahren. [37, 38] Darunter versteht man alle Messprinzipien, die auf der Wechselwirkung von
elektromagnetischer Strahlung mit Materie basieren. Die Messzeit derartiger Verfahren ist zumeist
gering, sodass komplexe Vorgénge in einem Prozess kontinuierlich in Echtzeit analysiert werden
konnen. Zudem ist eine simultane Beobachtung verschiedener Prozessgroflen moglich. Neben
spektroskopischen Verfahren (z. B. Infrarot-, Raman-, Fluoreszenzspektroskopie) konnen bild-
gebende Verfahren oder akustische Systeme wie Ultraschall fiir eine nicht-invasive, zerstorungs-
freie Prozessiiberwachung Anwendung finden. [35]

Aufgrund der hoch komplexen Medienzusammensetzung ergeben sich bei der Anwendung spektro-
skopischer Verfahren hiufig Schwierigkeiten. Signaliiberlagerungen, die in den aufgezeichneten
Spektren sichtbar werden, erschweren oftmals die Interpretation der Daten. Dank multivariater
Datenanalyse ist es jedoch hiufig mdglich eine prizise Bestimmung verschiedener Prozessgroflen
in einer Kultivierung durchzufiihren. [37, 38] Néhere Informationen zur multivariaten Daten-
analyse finden sich bei Henrion et al.. [40] Im Folgenden sollen einige Anwendungsbeispiele nicht-
invasiver Prozesskontrolle basierend auf spektroskopischen und bildgebenden Verfahren dargestellt

werden.
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3.2.1.  Spektroskopische Methoden

Infrarotspektroskopie

Die Infrarotspektroskopie (IR) ist eine nicht-invasiv anwendbare und sehr spezifische Analysen-
methode. Sie findet in zahlreichen Bereichen der Biotechnologie Anwendung. Das Messprinzip
beruht auf der Lichtabsorption von Analytmolekiilen bei denen durch Anregung von Schwing-
ungen eine Anderung des Dipolmomentes auftritt. Fiir die Analytik sind insbesondere das nahe
Infrarot (NIR, 780 nm bis 2500 nm) und das mittlere Infrarot (MIR, 2500 nm bis 25 pm) von
Bedeutung.

Die FT-IR-Spektroskopie (Fouriertransform-Infrarotspektroskopie) stellt in diesem Zusammenhang
eine hochempfindliche, etablierte Analytik dar, die es erlaubt innerhalb kiirzester Zeit (Mess-
intervall im Minutentakt) ein Spektrum {iber den gesamten Wellenldngenbereich einer NIR/MIR-
Strahlungsquelle zu detektieren. [26] Auf diese Weise ist die simultane Detektion verschiedener
Substanzen in hoher Auflésung und kiirzester Zeit moglich.

Der Einsatzbereich der NIR-Spektroskopie ist vielfiltig. Eine detailliertere Ubersicht {iber den
aktuellen Stand und zukiinftige Trends in der Anwendung zur Bioprozessbeobachtung und -
kontrolle findet sich bei Scraff et al.. [41] Die MIR-Spektroskopie liefert im Vergleich zur NIR-
Spektroskopie zumeist ein viel charakteristischeres Spektrum hoherer Auflosung (fingerprint). Da
Bioprozesse im Allgemeinen aber in wéssriger Phase ablaufen ist der Einsatz der MIR-Spek-
troskopie, aufgrund der starken Absorption von Wasser in diesem Wellenlédngenbereich, begrenzt.
[42] Die Entwicklung der ATR-IR-Technik (attenuated total reflectance), die auf dem Prinzip der
abgeschwichten Totalreflexion basiert, bieten in diesem Zusammenhang die Moglichkeit einer
optimalen Analysetechnik im Bereich des mittleren IR. Neben dem Storfaktor Wasser kann mit
dieser Methode zusitzlich der Einfluss von stérenden Streueffekten bei hohen Zelldichten in einem
Bioprozess minimiert werden, da nur in einer extrem diinnen Schicht, in der Gréenordnung der
Wellenlidnge, an einem sogenannten ATR-Kristall (z. B. prisma- oder trapezformiger Kristall z. B.
aus Zinkselenid oder Diamant) gemessen wird. [43]

Mittlerweile sind neben schon ldnger etablierten NIR-Sonden auch ATR-IR-Sonden erhiltlich, die
zumeist liber faseroptische Lichtleiter mit herkommlichen MIR-/ FT-IR-Spektrometern gekoppelt
werden konnen und auf diese Weise eine nicht-invasive Bioprozessbeobachtung in-situ er-
moglichen.

So finden sich z. B. Anwendungen der FT-IR/ATR-Spektroskopie im Bereich der E. coli Kulti-
vierung zur simultanen Bestimmung verschiedener Stoffwechselprodukte wie Glukose und Essig-
sdure. [44] Rhiel et al. konnte bei einer Kultivierung von CHO-Zellen mit Hilfe der in-situ MIR-
Spektroskopie Konzentrationsverldaufe von Glukose, Laktat, Glutamin und Ammonium bestimmen,

[45] wihrend Cavinato et al. die Ethanolkonzentration in einen Fermentationsprozess in-situ mittels
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NIR-Sonde verfolgen konnten. [46] NIR-Spektroskopie wurde dariiber hinaus bei industriellen
Prozessen zur Beobachtung der Biomasse in E. coli fed-batch-Kultivierungen eingesetzt. [47] MIR-
spektroskopische Untersuchungen fithrten Kormann et al. durch. [48] Thnen gelang die simultane
Detektion von Fructose, Ethanol, Phosphat und Ammonium wiéhrend einer fed-batch-Kultivierung
von Gluconobacter xylinus. Fiir weitere Anwendungen sei auf weiterfiihrende Literatur verwiesen.

[34, 41,42, 49, 50]

Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektroskopische Verfahren stellen in der Forschung und Entwicklung bei der
Ermittlung der optimalen Bedingungen fiir Prozesse bereits niitzliche Hilfsmittel dar, da eine groBe
Anzahl an Prozessvariablen bestimmt werden kann. Fluoreszenz kann generell bei Molekiilen mit
leicht anregbaren n-Elektronen auftreten, wenn sie durch Absorption elektromagnetischer
Strahlung eines bestimmten Spektralbereichs angeregt werden. Viele biologische Substanzen wie
bestimmte Vitamine (z. B. Riboflavin), aromatische Aminoséduren (z.B. Tryptophan), Proteine wie
z. B. GFP (green fluorescent protein) oder bestimmte Enzyme und Coenzyme wie NAD(P)H
(Nicotinamidadenindinucleotid (phosphat)) zeigen eine charakteristische Fluoreszenz im ultra-
violetten (UV) oder sichtbaren Bereich. Die Detektion dieser intrinsischen Fluorophore liefert
wichtige Informationen, sodass unterschiedliche Prozessgrof3en sowie Aktivitdt, Metabolismus und
Wachstum von Mikroorganismen online zuginglich werden. [51-53]

Ein Nachteil klassischer Fluorosensoren ist, dass diese meist nur mit einer diskreten Exzitations-
und Emissionswellenlénge arbeiten. [37, 54] Die Entwicklung der 2-dimensionalen (2D) Fluores-
zenzspektroskopie, bei der iiber einen weiten Spektralbereich die Exzitationwellenldnge variiert
werden kann und mehrere Emissionswellenldngen abgetastet werden konnen, erlaubt die simultane
Detektion einer Vielzahl von EinzelgroBen. [53, 55] Ein 2D-Fluoreszenzspektrometer kann dabei
mit Hilfe von Fliissiglichtleitern direkt an den Reaktor gekoppelt werden und erlaubt so eine nicht-
invasive, in-situ Fluoreszenzmessung. Ein Fluoreszenzspektrometer, das speziell fiir den indus-
triellen Einsatz in der biotechnologischen Produktion entwickelt wurde, ist der BioView” Sensor
der Firma DELTA Light & Optics (Hersholm, Danemark) (siche Abbildung 6.4.3, Anhang 6.4.9).
Die Einstellung der verschiedenen Exzitations- und Emissionswellenldngen erfolgt iiber Filterrdder.
Die Aufnahme von 2D-Spektren im Bereich von 270-590 nm ist im Minutentakt moglich. Auf
diese Weise wird eine simultane Detektion der verschiedenen Fluorophore in der Kulturbriihe
moglich. Der Einsatz des BioView” Sensors eignet sich sowohl bei industriellen Fermentations-
prozessen als auch bei chromatographischen downstream-Prozessen zur Online-Vorhersage
wichtiger ProzessgroBen. [35, 52, 56] Durch die Komplexitit der biologischen Systeme und zahl-
reicher Einfliisse auf die Fluoreszenz (z. B. Temperatur, Begasung, pH-Wert) [56] kann es zu

Uberlagerung von Signalen kommen, sodass eine Auswertung der Spektren zumeist nur mit Hilfe
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multivariater Datenauswertung (z.B. Hauptkomponentenanalyse/ neuronale Netze) moglich ist. [57,
58]

Mittlerweile wurden fiir die 2D-Fluoreszenzspektroskopie vielen Anwendungsbeispiele be-
schrieben. [52, 59-64] Hinsichtlich der Biomassebestimmungen gibt es zahlreiche Anwendungen,
die als Grundlage fiir eine Bestimmung die NAD(P)H abhéngige Fluoreszenz nutzen. Bei Stirk et
al. findet sich eine Ubersicht iiber Anwendungen zur Online-Bestimmung der Biomasse ver-
schiedener Mikroorganismen auf Grundlage der Kulturfluoreszenz. [52] Bei synchronisierten
Hefekultivierungen (Saccharomyces cerevisiae) konnten, {iber Korrelation mit offline bestimmten
Prozessgrofien, mathematische Modelle erstellt werden, die eine genaue Vorhersage verschiedener
intra- und extrazelluldrer Komponenten aus den Spektren ermdglichten. [57] Des Weiteren konnten
basierend auf der 2D-Fluoreszenz bei fed-batch-Kultivierungen dieser Hefen eine Prozessregelung
fiir eine Fiitterungsstrategie etabliert werden. Anderungen im Stoffwechsel konnten dabei in
Echtzeit erfasst werden. [65] Boehl et al. beschreiben ein Verfahren auf der Grundlage von
Fluoreszenzspektren, um Biomasse, Proteingehalt und produzierte Alkaloide bei einer Pilzkulti-
vierung von Calviceps purpurea vorherzusagen. [66] Johansson et al. zeigten das Potential der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie zur Untersuchung der Plasmidstabilitéit von Bakterienstimmen. [67] Von
Hisiger et al. wurde die Anwendung bei einer Kultivierung von NSO-Zellen zur Beobachtung der

Produktion von rekombinantem GFP beschrieben. [68]

Ramanspektroskopie

Die Ramanspektroskopie ist nah verwand mit der IR-Spektroskopie. Sie beruht jedoch auf einem
Streueffekt, bei dem neben der ,normalen Lichtstreuung® auch Streuung mit verschobenen
Frequenzen durch inelastische Streuung an Molekiilen beobachten wird. Dieses Phdnomen wird als
Ramaneffekt bezeichnet. Die Ramanstreuung kann im sichtbaren sowie ultravioletten Bereich
angeregt werden. Wahrend im IR-Spektrum polare Gruppen besonders intensive Banden liefern, ist
der Ramaneffekt bei unpolaren Gruppen starker ausgepragt. Mit dem Aufkommen der Lasertechnik
hat diese Art der Spektroskopie neben der schon fritheren Anwendung in der Chemie auch Eingang
im Bereich der Bioanalytik gefunden. In der Literatur sind Anwendungen zur simultanen Online-
Beobachtung verschiedener Analyten in komplexen industriellen Bioprozessen beschrieben. [69]
[70] Ein Nachteil, den die Ramanspektroskopie mit sich bringt, ist die geringe Intensitit der
Ramanstreuung und die damit verbundene Uberlagerung durch Streueffekte aufgrund von
Gasblasen und hohen Zellkonzentrationen. Dariiber hinaus kénnen diese Banden durch die im UV-
Bereich angeregten Fluoreszenzbanden einiger Molekiile {iberdeckt werden und die Auswertung
erschweren.

Mit der Methode der Resonanz-Ramanspektroskopie ist es jedoch moglich elektronische

Ubergiinge bestimmter Chromophore anzuregen, um durch den auftretenden Resonanzeffekt die
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Intensitit der gestreuten Strahlung zu erhéhen. Durch den Einsatz von Neodym-YAG-Lasern
(Yttrium-Aluminium-Granat; 1064 nm) in der FT-Ramanspektroskopie ist es moglich stdrende
Fluoreszenzeffekte zu vermeiden, da die Strahlung im nahen Infrarotbereich keine elektronischen
Ubergiinge hervorrufen kann. [26]

Im Bereich der in-situ-Prozessiiberwachung und -kontrolle bei der Kultivierung von
Mikroorganismen finden sich trotz dieser Entwicklungen nur wenige Anwendungsbeispicle.
Einhergehend mit multivariater Datenauswertung gelang Lee et al. die simultane Bestimmung
verschiedener Prozessgrofen (z. B. Glukose, Laktat, Phenylalanin) bei der Kultivierung von E.
coli, [71] wahrend Shaw et al. die Umwandlung von Glukose zu Ethanol in-situ in einer Hefe
Kultivierung verfolgen konnte. [72] Um die Anwendung der Ramanspektroskopie fiir eine gezielte
Online-Prozessiiberwachung auch im Bereich der Tierzellkultivierung nutzbarer zu gestalten,
bedarf es einer genaueren Untersuchung der verschiedenen Einfliisse, die in komplexen
Kulturbriihen auf die Ramanstreuung einwirken kénnen.

Eine alternative Anwendung im Bereich der Ramanspektroskopie ist die Ramanmirko-
spektrometrie, die bereits erfolgreich als nicht-invasive Methode zur Beobachtung fiir bio-
chemische Analysen von Zellen angewandt wird. [73] Des Weiteren kann Ramanspektroskopie
angewendet werden, um biochemische Veridnderungen innerhalb der Zelle zu beobachten, ohne
dass aufwendige Farbemethoden nétig sind. [74, 75] Diese Art der Anwendungen ist jedoch eher

im Bereich der Forschung anzusiedeln.

3.2.2. Bildgebende Verfahren

Fiir die Uberwachung von Prozessen, bei denen neben der Beobachtung von Substrat und
Stoffwechselprodukten, die Konzentration und GroBenverteilung suspendierter Partikel (z. B.
Zellen) von Interesse ist, finden Verfahren zur Triibungsmessung Anwendung. [76] Mit der
fortschreitenden Entwicklung von Rechnerleistung und CCD-Kameras (charge coupled device)
konnten dariiber hinaus in den letzten Jahren bildgebende Verfahren etabliert werden, die zur
Beobachtung der Anzahl und GroBenverteilung suspendierter Partikel Anwendung finden. Bei
diesen Systemen werden mikroskopische Bilder generiert, die von Bildverarbeitungsalogarithmen
ausgewertet werden.

Das Konzept der in-situ-Mikroskopie (ISM) bietet in diesem Zusammenhang die Moglichkeit der
nicht-invasiven Prozessiiberwachung. [77] Die speziell angefertigte [ISM-Sonde ist heiBdampf-
sterilisierbar und somit inline in einen Prozess integrierbar. Die Messzone (Detektionskammer) des
Mikroskops ist dabei direkt in dem Bioreaktor positioniert und auf zwei Seiten von Saphirscheiben
begrenzt und ermoglicht so eine nicht-invasive Messung. Auf diese Weise kdnnen in einem

Kultivierungsprozess Bilder direkt aus dem Reaktorinnenraum generiert werden und z. B.
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Informationen {iber Zellkonzentration, -morphologie und GroBenverteilung in Echtzeit und ohne
Probenahme gewonnen werden.

Die in der Literatur beschrieben ISM-Sonden unterscheiden sich stark in Konstruktion,
Beleuchtungsart und Robustheit. Neben in-situ-Mikroskopen mit Auflicht-Fluoreszenz-, [78] und
Blitzlicht-Lumineszenz-Beleuchtung [79] wurde ein autoklavierbares Durchlicht-Hellfeld-Mikros-
kop mit mechanisch begrenzter Messzone und integriertem Reinigungsmechanismus entwickelt.
[80, 81] Einen detaillierten Uberblick iiber den Aufbau von bisher entwickelten ISM-Sonden und
dessen Vor- und Nachteile zur Prozessiiberwachung wird bei Rudolph et al. beschrieben. [82] Das
Verfahren der in-situ-Mikroskopie wurde bereits erfolgreich zur Prozessbeobachtung und -
kontrolle bei Hefe- und Sdugerzellkultivierung angewandt. [83-89] Neben der Durchlicht-Hellfeld
Mikroskopie beschreiben Wei et al. die Anwendung der Dunkelfeld-Mikroskopie. Mit Hilfe dieser
Mikroskopieart konnten Bilder sehr hohen Kontrastes generiert werden, die es ermdglichen, mit
einer speziellen Bildverarbeitungssoftware, lebende von toten Zellen am Beispiel einer Hefekultur
zu unterscheiden. [90, 91]

Ein anderes Anwendungsbeispiel der in-situ-Mikroskopie ist die Beobachtung von Microcarrier-
kultivierungen. Hier konnen wichtige Informationen zu Plattierungseffizienz, Morphologie-
dnderungen oder Proliferationsstadien der Zelle gewonnen werden. [92] Ebenso ist die Beobach-
tung von Kristallisationsprozessen von Proteinen im Bereich des downstream processing moglich.
[82] Andere Systeme, die auf bildgebenden Verfahren basieren sind das PVM-System (particle
vision and measurement) von Mettler Toledo/Lasentec (Giessen), sowie das Vision Analysis System
ENVIROCAM™ von EnviroCam Inc. (Colmar, PA, USA).
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3.3.  Aufreinigung von Antikdrpern

Die meisten bis Mitte der 90er biotechnologisch hergestellten Produkte erforderten nur geringe
Mengen des aufgereinigten Produktes, wihrend monoklonale Antikérper und Fc-Fusionsproteine
aufgrund der groBen Nachfrage, der hohen Dosierung und groB3en Patientenzahl in Mengen von
einigen 100 kg pro Arzneistoff und Jahr hergestellt werden miissen. Die Produktionskosten dieser
Pharmazeutika sind hoch. Sie liegen bei 100 bis 1.000 US$ pro Gramm Produkt. Die Nachfrage
nach derartigen Biopharmaka steigt, sodass die Notwendigkeit besteht, die Produktionskapazititen
zu erhohen.

Der Produkttiter fiir Antikorper liegt derzeit im Bereich von 1 g/L. [16, 23] In der Literatur ist
beschrieben, dass aufgrund zunehmender Entwicklungen im Bereich der Gentechnik/-manipulation
stabilere Expressionssysteme etabliert werden konnen. Dariiber hinaus konnen Produktions-
prozesse durch eine gezielte Anpassung der Kultivierungsbedingungen sowie Medien- und Re-
aktordesign, aber auch durch eine optimale Prozesskontrolle effizienter gestaltet werden, sodass in
den nichsten Jahren mit einem Anstieg der Produktkonzentration um den Faktor 3 oder sogar 10
gerechnet werden kann. [16]

Durch die Steigerung des Produkttiters werden vor allem im Bereich der Aufarbeitung hohere
Kapazititen gefordert. Die Kosten fiir den downstream-Prozess konnen auf bis zu 80 % der
gesamten Prozesskosten erhohen werden. Aus diesem Grund ist es heute notwendig in effiziente
und schnelle Aufreinigungsstrategien zu investieren, um Zeitaufwand und Kosten des Gesamt-
prozesses zu minimieren, ohne dabei die Reinheit und die biologische Aktivitdt der Zielmolekiile
zu gefdhrden. Neben der Reinheit des Zielproduktes spielen Prozessdurchfluss, Ausbeute, Robust-
heit, Bestindigkeit und Skalierbarkeit eine entscheidende Rolle, um einen downstream-Prozess mit
hoher Effizienz erfolgreich durchzufiihren. [93]

In der Literatur werden verschiedene Ansitze beschrieben, um den Aufreinigungsprozess effi-
zienter zu gestalten und damit die steigenden Kosten zu senken. [16, 30, 94] Diese beinhalten
Optimierungsvorschldge fiir eine verbesserte Auslastung der bestehenden Anlagen durch die
richtige Kombination der Aufreinigungsschritte, die Entwicklung alternativer Affinitétsliganden
mit hoherer Stabilitdt fiir eine kostengilinstigere Produktisolierung und die Verbesserung und
Entwicklung chromatographiebasierter Tragermaterialien mit hoheren Kapazititen. Dariiber hinaus
konnten Kosten durch eine Integration von zwei oder mehreren Prozessschritten in einem
Prozessschritt gespart werden. Gegenstand der Forschung ist zudem die Entwicklung von
Alternativen zu chromatographischen Prozessen wie z. B. die wissrige Zweiphasen-Affinitéts-

verteilung, [95, 96] die magnetische Separation, [97] und die Affinitatspréazipitation [98, 99] sowie
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Kristallisationsverfahren, [100, 101] die in Zukunft eine Alternative in der Antikdrperaufreinigung

darstellen konnten. Einige dieser Ansétze werden im Folgenden diskutiert.

3.3.1. Bessere Auslastung bestehender Anlagen durch Plattformstrategien

Der steigende Bedarf an neuen Produkten erhéht den Druck, mit einem Produkt schnell auf den
Markt zu gelangen. Die produktabhingige Entwicklung eines individuellen Prozessablaufs ist
oftmals aufgrund des hohen Zeitaufwands der limitierende Faktor, der die schnelle Einfiihrung von
biopharmazeutischen Produkten in klinischen Test verhindert. Die richtige Wahl und Kombination
der einzelnen Prozessschritte ist entscheidend, denn die Produktqualitdt wird durch den Prozess
bestimmt (z. B. Ausriistung, Abfolge von Prozessschritten, Prozessparameter).

Die Herausforderung liegt in der Etablierung eines allgemeinen Prozessablaufs, der die Zeit fiir
eine produktabhingige individuelle Prozessentwicklung verkiirzen soll. Shukla et al. zeigten in
diesem Zusammenhang, dass die unterschiedlichen physiochemischen Eigenschaften, die bei einer
Vielzahl von Antikérpern existieren, die Anwendung eines einzigen im Ablauf streng festgelegten
Aufreinigungsprozesses unpraktikabel machen. Beim Vergleich der Aufreinigungsverfahren
verschiedener Antikorper wurde jedoch ersichtlich, dass die meisten dieser Prozesse nach dem-
selben Schema ablaufen. [30] Die Etablierung einer Plattformstrategie, in der einzelne Prozess-
schritte in einer fiir die Aufreinigung des Zielproduktes effizienten Abfolge kombiniert werden,
wire somit an dieser Stelle erstrebenswert. Diese Plattform soll als Anleitungsdokument dienen,
das das Gesamtschema des Aufreinigungsprozesses definiert. Die Betriebsbedingungen der Einzel-
schritte bleiben abhingig von den Anforderungen des jeweiligen Produktes. Der wichtigste
wirtschaftliche Vorteil ist die damit einhergehende Zeitverkiirzung in der Entwicklung des
Prozesses und der damit verbundenen Einsparung von Gebrauchsmaterialien.

In Abbildung 3.3.1 ist eine Plattformstrategie, die bei der Aufreinigung einer GrofBzahl von
Antikdrpern Anwendung finden kdnnte, dargestellt. [30, 94] Der Ablauf und die individuellen
Betriebsbedingungen werden im Folgenden kurz erliutert.

In einem ersten Schritt erfolgt die Abtrennung von Zellen und Zelltriimmern sowie Partikeln
geringer Grofle wie Kolloiden und Aggregaten, die sich in der Kulturbrithe befinden. Hierfiir
werden hauptsidchlich Zentrifugationseinheiten und Tiefenfiltrations- oder Mikrofiltrations-
verfahren eingesetzt. [14]

Nach der Zellabtrennung wird der Antikérper in einem so genannten ,,capture-step* isoliert und
aufkonzentriert. Dies geschieht zumeist iiber chromatographische Verfahren, die auf der hohen
Spezifitit des Antikdrpers gegeniiber bestimmten Affinititsliganden wie Protein A basieren.
Waihrend der Antikorper bindet, werden grobe Verunreinigungen wie Nukleinsduren sowie
Komponenten des Zellkulturmediums abgetrennt. Aufgrund der hohen Selektivitdt von Protein A

ldsst sich in nur einem Schritt eine Produktreinheit von groBer 95 % erreichen. [102, 103]
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Zellernte

Affinitatschromatographie “capture step™.

; - direkte Isolierung des Antikdrpers
Protein A - Produktreinheit > 95%
- Volumenreduzierung
Virusinaktivierung Inaktivierung bei niedrigen pH-Werten

Feinreinigung:
Chromatographische 1. Kationenaustauscher: Bindung des Antikdrpers und Entfernung von
Reinigungsschritte Proteine, DNA etc.
2. Anionenaustauscher im Durchfluss-Modus: Entfernung von DNA,
Proteinen, Protein A und Endotoxinen

Virusfiltration Entfernung von bekannten/potentiellen Viren iiber Membranfiltration

(GroBenseparation)

Ultra- und Diafiltration Pufferaustausch, Aufkonzentrierung der Antikdrperlosung

Abbildung 3.3.1: Plattformstrategie fiir die Aufreinigung von Antik6érpern.

Es erfolgen {iiblicherweise chromatographische Reinigungsschritte zur Eliminierung der noch im
Eluat vorhandenen Nebenprodukte, wie Zellwandproteine, DNA, herausgeldstes Protein A, Viren,
sowie Aggregaten und unspezifischen Antikérpern. Die zur Feinreinigung verwendeten Chromato-
graphiemedien miissen einen hohen Produktdurchsatz erlauben, sowie hohe Bindungskapazititen
aufweisen. Im Allgemeinen werden hierfiir chromatographische Verfahren auf der Basis von
ionischen und hydrophoben Wechselwirkung eingesetzt. Bei der ionischen Chromatographie beruht
die Trennung auf Unterschieden in der Ladung der einzelnen Substanzen, die sich fiir
unterschiedliche pH-Werte aus dem isoelektrischen Punkt des jeweiligen Proteins ergeben.
Abhéngig vom lonenaustauschermaterial konnen diese Wechselwirkungen anionischer (anion
exchange chromatography, AEX) oder kationischer Natur sein (cation exchange chromato-graphy,
CEX). Weiterhin werden die unterschiedlichen hydrophoben Eigenschaften von Proteinen
ausgenutzt, die mit hydrophoben Liganden eines chromatographischen Materials wechselwirken
(hydrophobic interaction chromatography, HIC). Dariiber hinaus kann in einem letzten Fein-
reinigungsschritt die GroBenausschlusschromatographie (Size exclusion chromatography, SEC)
zum Einsatz kommen, um Verunreinigungen wie Antikorperaggregate und —fragmente aufgrund
ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes zu trennen. Typischerweise werden AEX und HIC im
Durchfluss (,,flow-through mode*) betrieben, in welchem der Antikorper nicht mit dem Chromato-

graphiematerial wechselwirkt, Verunreinigungen jedoch zuriickgehalten werden. Welche chro-
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matographischen Feinreinigungsschritte fiir einen Aufreinigungsprozess vorteilhaft sind, héngt von
der Natur der Verunreinigungen ab. [30]

Neben Produktisolierung und Feinreinigung spielt die chemische-physikalische Inaktivierung,
insbesondere unter dem Gesichtspunkt der Virussicherheit des biotechnologisch hergestellten
Antikorpers, eine entscheidende Rolle. Abreicherungsschritte von viralen Kontaminationen in
Form von Vireninaktivierung und -filtration miissen im Aufreinigungsprozess integriert sein. In
Antikdrperproduktionsprozessen, in denen oftmals serumfreie Medien zur Kultivierung der
Antikdrper produzierenden Zelllinie verwendet werden, sind zumeist nur zwei verschiedene
Abreicherungsschritte erforderlich. Vireninaktivierung erfolgt zumeist bei niedrigen pH-Werten
direkt nach dem Schritt der Produktisolierung. [104] Dariiber hinaus kdnnen andere Verfahren wie
Hitzebehandlung, UV-Bestrahlung etc. Anwendung finden. An dieser Stelle ist darauf zu achten,
dass die Inaktivierungsrate des Virus hoch ist ohne die Stabilitdit des Produktes unter diesen
harschen Bedingungen zu gefdhrden. Nach der Feinreinigung des Antikorpers erfolgt ein
zusdtzlicher Virenfiltrationsschritt, um Virenriickstdnde zu entfernen. [105]

Der letzte Schritt in diesem Plattformprozess beinhaltet eine Kombination aus Ultra- und Dia-
filtration. Neben der Umpufferung findet auf diese Weise die Aufkonzentrierung der reinen

Antikorperlosung statt. [106]

3.3.2. Alternativen zu Protein A bei der Produktisolierung

Die Affinitdtschromatographie ist eine schnelle und effiziente Methode fiir die Anreicherung und
Isolierung von Antikoérpern und somit fester Bestandteil eines Aufreinigungsprozesses. Sie basiert
auf der spezifischen Wechselwirkung der Antikorper mit komplementdren Liganden. [26] Protein
A, ein Zellwandprotein des Bakteriums Staphylococcus aureus, das an die Fc-Region von
Antikdrpern verschiedener S#ugertierklassen bindet, findet standardmiBig als Affinitdtsligand
Anwendung. Kommerziell erhéltliche Protein A Harze gewihrleisten hohen Bindungskapazititen
sowie ein hohes Durchsatzvermdgen. Aus der hohen Selektivitét resultieren Produktreinheiten von
iiber 95 %. [107, 108] Nachteile herkdmmlicher Protein A-Harze sind die hohen Kosten. Allein
30 % der Gesamtkosten werden in diesen ,,capture step* investiert. [94] Des Weiteren ergeben sich
Instabilititen der Liganden gegeniiber alkalischen Bedingungen bei der Regeneration. Neben
Wechselwirkungen mit unspezifischen Antikorpern der Wirtszellen kann dartiber hinaus wahrend
der Elution des Antikorpers ein ,,Ausbluten” der Liganden auftreten. Die auftretenden Verun-

reinigungen des Eluates werden jedoch durch nachfolgende Feinreinigungsschritte entfernt. [102]

Alternative Affinitatsliganden
Neben Liganden wie Protein A, kénnen auch andere biospezifische in der Natur vorkommende

Liganden wie z. B. Protein G, Protein L oder Antigene Anwendung finden. [94] Wihrend Protein
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G ebenso wie Protein A mit der Fc-Region des Antikorpers wechselwirkt, interagiert Protein L mit
der Fab-Region (fragment antigen binding region). Antigene, die die spezifischste Art der
Wechselwirkung zeigen, finden im Bereich der Immunaffinitit Anwendung. Im Vergleich zu
Protein A sind diese Liganden jedoch teurer. Zudem werden in der Literatur weitere Nachteile
beschrieben, wie z. B. geringere Bindungskapazitit und Selektivitit. [94, 109, 110] Daher finden
sie nur in speziellen Féllen der Aufreinigung Anwendung.

Neben den bekannten biospezifischen Liganden wurden pseudobiospezifische Liganden ent-
wickelt, die sich in mimikrische und nicht-mimikrische Liganden aufteilen lassen. [110]
Mimikrische Liganden sind Liganden, die die natiirlich auftretende affine Wechselwirkung
zwischen biospezifischen Ligand und Antikorper imitieren. Es kann sich hierbei um natiirliche oder
totalsynthetische Molekiile geringen Molekulargewichtes handeln, die als Grundbaustein oftmals
Peptide oder Molekiile wie Triazin aufweisen. [111-114] Die Wechselwirkung nicht-mimikrischer
Liganden mit dem Antikdrper basiert hingegen auf natiirlich vorkommenden elektrostatischen und
physikalischen Eigenschaften dieser Liganden. Diese umfassen Hydrophobie- und Thiophilie der
Liganden. Es kommen auch Metallchelat-Liganden, Mix-Mode-Liganden und Hydroxyapatit zum
Finsatz. Fiir ndhere Informationen zum Aufbau der Liganden und ihrer Wechselwirkung mit dem
Zielprotein sei an dieser Stelle auf weiterfiihrende Literatur verwiesen. [115-121]

Nur einige wenige spezielle Formen dieser Liganden weisen aufgrund des erzielten Reinheits-
grades, ein grofles Potenzial auf, um als alternative Liganden in der Affinitidtschromatographie
Anwendung zu finden. Der GroBteil dieser Liganden verfiigt jedoch meist iiber eine geringere
Selektivitdt als Protein A.

Die Modifizierung herkommlicher Protein A Harze (Tridgermaterial/ Ligand) hinsichtlich der
Robustheit gegeniiber entsprechenden Regenerationsbedingungen, und einer hoherer Bindungs-
kapazititen machen die Protein A Chromatographie derzeit jedoch immer noch zu einem

bevorzugten ,,capture step* in der Aufreinigung. [102, 103, 122, 123]

Nicht affinitatsbasierte Produktisolierung

Neben der Affinitdtschromatographie mit alternativen Liganden, wird in einigen Fillen fiir die
Aufreinigung von Antikdrpern die Ionenaustauschchromatographie (IEX) erfolgreich als ,,capture-
step* eingesetzt, wobei die Schrittfolge dieser nichtaffinitdtsbasierten Chromatographie entschei-
dend fiir die Reinheit und Ausbeute des Antikorpers ist. [124-127] Obwohl herkémmliche Ionen-
austauschchromatographiearten zumeist hohere Bindungskapazititen aufweisen, werden bei der
Protein A Chromatographie hohere Ausbeuten erzielt. [94] Dariiber hinaus ist die sorgfaltige
Einstellung des pH-Wertes und der Leitfahigkeit bei der IEX zeitaufwendig und erhoht die Kosten.
Derzeitige Optimierungen der Materialporositdt, Robustheit und einer héheren aktiven Oberfléche

hinsichtlich der Steigerung der Bindungskapazitit und Ausbeuten sollen die Chance, diese Art der
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Chromatographie in Zukunft in einer Plattformtechnik fiir die Isolierung von Antikérpern ohne

Protein A zu integrieren, erhohen. [94]

3.3.3. Chromatographiebasierte Trennverfahren

Je nach verwendetem Triagermaterial lassen sich verschiedene chromatographische Verfahren

unterscheiden.

Séaulenchromatographie

Fiir die klassische Saulenchromatographie werden als Tridgermaterial (Stationdrephase) kleine
Feststoffpartikel verwendet. Diese konnen z. B. aus organischen Polymeren oder anorganischen
Substanzen wie Kieselgel (Silicagel), Alumnium- oder Magnesiumoxid bestehen, die je nach
Chromatographieart mit entsprechenden funktionellen Gruppen bzw. Liganden modifiziert werden.
[14] Die Beschaffenheit und GréBe des Partikels sowie die Verteilung des Partikeldurchmessers in
der Saulenpackung ist entscheidend, um bei moglichst niedrigem Druckabfall iiber die Saule eine
effektive Trennleistung in moglichst kurzer Zeit zu erreichen. Dartiber hinaus spielt die Dichte und
Zuginglichkeit der Liganden eine wichtige Rolle, um eine moglichst hohe Bindungskapazitit zu
gewihrleisten. Im Zuge der Nachfrage nach hoheren Kapazititen wurden herkommliche Trager-
materialien hinsichtlich ihrer aktiven Oberfliche und der damit einhergehenden Bindungs-
kapazitit, z. B. durch hohere Ligandendichte oder besserer Zuginglichkeit der Liganden durch
hohere Porositit der Partikel, verbessert.

Obwohl die Sdulenchromatographie bei der industriellen Aufreinigung von Antikdrpern seit Jahren
als Standardverfahren eingesetzt wird, bleibt das Hauptproblem dieser konventionellen Tréiger-
materialien jedoch bestehen. Die innere Oberflache der porésen Partikel ist fiir geldste Substanzen
nur durch Diffusion erreichbar. Dadurch ist die Transportzeit der Proteine erhoht, sodass das
Elutionsvolumen steigt. Dariiber hinaus kdnnen Verfestigungen in der Schiittung durch Medien-
deformation oder Saulenverstopfung durch Ansammlung von kolloidalem Material entstehen, die
zu einem hohen Druckabfall iiber der Schiittung fithren. AuBlerdem kann es zu Kurzschlussstromen
kommen, die zu einer geringen Nutzung der Packung fiihren. Die Schwierigkeit bei der
Trennaufgabe besteht darin Kapazitit, Geschwindigkeit und Auflésung zu optimieren. Das Trans-
portphdnomen der in gepackten Sdulen ablaufenden Prozesse ist kompliziert und macht ein up-

scale iiber eine bestimmte Grofe hinweg schwierig. [128, 129]

Membranchromatographie
Eine Alternative zur herkommlichen Saulenchromatographie ist die Mebranachromatographie.
Membranadsorber stellen eine spezielle Form des Tragermaterials in Chromatograpieverfahren dar.

[130, 131] Sie bestehen aus einer oder mehreren Lagen mikro- bzw. makropordosen Membranen,
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die meistens in Form von Membranstapeln oder Wickelmodulen aufgebaut sind. Das
Grundmaterial der Membranen besteht zumeist aus quervernetzter, vliesverstérkter, regenerierter
Cellulose, die entweder direkt oberflichenderivatisiert ist oder mittels Propfverfahren mit einem
reaktiven Polymer beschichtet wird, dessen &uBlere sowie innere Oberfliche mit verschiedenen
Liganden modifiziert werden kann. Aufgrund hdherer Porositit gegeniiber herkommlichen
Tragermaterialien ist der Flusswiderstand gering. Dariiber hinaus findet ein konvektiver Transport
der aufzutrennenden Substanzen zu den Austauschergruppen statt, wodurch Prozesszeit sowie

Elutiuonsvolumen deutlich reduziert werden (vgl. Abbildung 3.3.2).
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Abbildung 3.3.2: Vergleich des Stofftransportes zwischen herkommlichen Partikel und
Membranadsorber.

Der Druckabfall ist deutlich niedriger und es konnen konstante Bindungskapazititen auch bei
hohen Flussraten erzielt werden. [132] So wurden mit Hilfe von im Durchfluss betriebenen
Kationenaustauschermembranen in einem Feinreinigungsschritt Antikorperausbeuten in vergleich-
barer Hohe wie mit herkdmmlichen Siulen erzielt. [133]

Im Vergleich zu herkdmmlichen Tragermaterialien sind die Bindungskapazitdten geringer, was auf
das niedrige Verhéltnis von Oberfliche zu Bettvolumen zuriickzufiihren ist. Eine ungleichmaBige
Porenverteilung in der Membran verhindert zudem ein einheitliches Stromungsverhalten und fiihrt
zu einem inhomogenen Bindungsverhalten der Substanzen. Diese Inhomogenitit kann durch die
Verwendung mehrlagiger Membranschichten auf ein Minimum reduziert werden.

Die Membranchromatographie findet bereits erfolgreich seit einigen Jahren bei der Aufreinigung
von AntikOérpern insbesondere im Bereich der Feinreinigung fiir die Protein-, DNA- und Viren-
abreicherung Anwendung. [134-137] Eine weitere Optimierung der Trdgermembran hinsichtlich
Funktionalisierungstechnik mit Affinitétsliganden und der Entwicklung weiterer Bauformen der

Module, die bereits jetzt ein einfaches up-scale ermdglichen, kénnte diese Technik im Hinblick auf
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den zukiinftig steigenden Produkttiter und den somit geforderten hohen Kapazititen, bei der

Antikorperaufreinigung zu einer effizienteren Prozessfithrung beitragen.[130, 138-140]

Chromatographie mittels monolithischer Tragermaterialien

Eine weitere Alternative zur herkdmmlichen Sdulenchromatographie bietet die auf monolithischen
Trdgern basierte Chromatographie. [141] Die durch eine spezielle Art der Polymerisation
hergestellten monomeren Blocke aus Polystyrol, Polyacrylat oder Polymethacrylat (monolithische
Disks) weisen eine einheitliche, makro-/mesoporose Struktur auf. [142-144] Sie werden direkt als
Einheit in einer Chromatographiesdule gebildet. Aufgrund der pordsen Struktur werden hohe
Flussraten bei geringem Druckabfall erreicht. Ebenso wie bei der Membranchromatographie
dominiert der konvektive Massentransport gegeniiber der Porendiffusion. Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Kapazitidt und Trennleistung in weiten Bereichen unabhéngig von der Flussrate
ist. [145, 146] Die Porenoberflache des Monolithen kann je nach gewiinschter Bindungseigenschaft
entsprechend funktionalisiert werden und bietet dadurch einen weiten Anwendungsbereich.

Die in Form von Disks geprigten Monolithe finden bereits fiir viele analytische Zwecken im
Bereich der Proteinanalytik Anwendung. [147-152] Sie bieten im Vergleich zu herkémmlichen
Verfahren eine gute Alternative bei gleicher Leistung und liefern dariiber hinaus den Vorteil
kiirzerer Analysenzeiten. [153] Im Bereich der Aufreinigung von Proteinen gibt es bisher nur semi-
priparative Ansitze, denn die Anwendung fiir eine effiziente Aufreinigung von Proteinen im
groBtechnischen MaBstab ist begrenzt. [142, 154-156] Derzeit lassen sich solche Monolithe noch
nicht in einem Malstab typischer praparativer Sdulen herstellen. [14, 141] Dennoch ist diese Art
der Chromatographie eine vielversprechende Technik, die durch eine Weiterentwicklung bereits
bestehender Module im Hinblick auf ein up-scale auch fiir eine préparative Anwendung bei der

Antikorperaufreinigung etabliert werden konnte.

3.3.4. Integration von Prozessschritten

Die Anzahl der Prozessschritte ist ausschlaggebend fiir die Dauer eines Prozesses. Durch eine
Prozessintegration bei gleichbleibender Effizienz konnte folglich die Prozessdauer und damit der
Kostenaufwand reduziert werden. Eine Entwicklung in den 90er Jahren, die auf Prozessintegration
basiert, ist die FlieBbettadsorption (expanded bed chromatography). [157] Bei dieser Technik ist
die Stromungsrichtung der Schwerkraft der Adsorberpartikel entgegengerichtet und die Stromungs-
geschwindigkeit so gewéhlt, dass diese schweben. Auf diese Weise ist die Applikation auch fiir
Rohlésungen, also die Produktisolierung aus zellhaltiger Suspension mdglich, ohne dass Partikel
wie Zellen und Zelltrimmer vom Adsorbermaterial zurlickgehalten werden. Vorteile der FlieB-

bettadsorption sind eine reduzierte Prozesszeit durch Zusammenfithren zweier Prozessschritte
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(Filtration und Produktisolierung), ein reduzierter Pufferverbrauch und folglich die Einsparung
zusétzlicher Kosten.

Aufgrund der Aufrechterhaltung des FlieBbettes sind die Flussraten, abhidngig von Grofe und
Dichte der Partikel, jedoch begrenzt. [158] Die Bindungskapazititen sind oftmals geringer durch
verstarkt auftretende Filmdiffusion. Dariiber hinaus kann es zu Ablagerungen von Zellen und
Zelltriimmern an der Adsorberoberfliche kommen. [158] Durch Anderungen der Partikeloberfliche
und der Feststoffdichte, [94, 159] sowie die Verwendung von neuen magnetischen Adsorber-
partikeln [97] konnte bereits eine Verbesserung dieser Technik fiir einzelne Applikationen erzielt
werden. Auch im Bereich der Antikdrperaufreinigung gibt es Anwendungsbeispiele, die zeigen,
dass diese Technik fiir eine direkt Produktisolierung aus zellhaltiger Losung mit zufrieden-
stellender Bindungskapazitit und mit hohen Ausbeuten von bis zu 95 % einsetzbar ist. [160-163]
Abhéngig von der Adsorberbeschaffenheit wurde in einzelnen Fillen Zelladsorption beobachtet.
[164-166] Dies kann zu Instabilititen im FlieBbett fiihren und die Bestdndigkeit, die fiir die
Anwendung im grofltechnischen Maf3stab Voraussetzung ist, gefihrden. Fiir eine Anwendung im
grofltechnische Mafistab und eine Integration in einen Plattformprozess miissen auf dem Gebiet
noch weitere Entwicklungen folgen. Eine Optimierung der Tragermaterialien und die Entwicklung

geeigneter Bauformen fiir ein up-scale sind Gegenstand derzeitiger Forschung.
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4. Experimenteller Teil

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Aspekte eines Produktionsprozesses Antikorper
produzierender Sdugetierzellen untersucht. Fiir die jeweiligen Fragestellungen wurden zwei
verschiedene Modell-Zelllinien verwendet. Anhand dieser Zelllinien wurden verschiedene, im
Hinblick auf einen Produktionsprozess relevante, Prozessschritte genauer untersucht.

Diese beinhalteten die Kultivierung einer Hybridom-Zelllinie und deren Adaption an serumfreie
Kulturbedingungen. Eine Adaption an serumfreie Kulturbedingungen ist aufgrund der in Abschnitt
3.1 erwdhnten Nachteile und vor allem im Hinblick auf die Aufreinigung und Qualitit des
Zielproduktes von entscheidender Bedeutung und kann die Kosten des Produktionsprozesses
senken.

Auf der Suche nach einer geeigneten Methode fiir eine Online-Uberwachung von Kultivierungs-
prozessen, in denen die simultane Detektion von ProzessgroBen wie Zellzahl, Substrate,
Stoffwechselprodukte, aber vor allem die Uberwachung der Antikdrperproduktion im Vordergrund
der Betrachtung stehen, wurde die 2D-Fluoreszenzspektroskopie als nicht-invasive, zerstorungs-
freie Methode getestet. Hierbei sollten die verschiedenen Prozessgroflen, die Aufschluss iiber den
Zustand der Kultur liefern, offline bestimmt werden. Anhand chemometrischer Datenauswertung
sollten Modelle erstellt werden, die es ermdglichen, aus den erhaltenen Fluoreszenzspektren die
Konzentrationsverldufe der ProzessgroBen vorherzusagen. Die Untersuchungen wurden exem-
plarisch an einer Antikorper produzierenden CHO-Zelllinie als Modell-Zelllinie durchgefiihrt.

Ein weiterer Aspekt, der bei der Kultivierung Antikdrper produzierender Zelllinie eine wichtige
Rolle spielt, ist die Produktaufreinigung. Im Hinblick auf die Nachfrage nach effizienteren Auf-
reinigungsverfahren, die die Kosten eines Produktionsprozesses senken, wurde in dieser Arbeit ein
neuartiges Membranadsorber-Modul zur Aufreinigung eines Antikorpers am Beispiel der an
serumfreie Kulturbedingungen adaptierten Hybridom-Zelllinie getestet. Das System basiert auf der
Idee der FlieBbettadsorption, bei der durch die Integration zweier Prozessschritte die Antikorper-
isolierung direkt aus der zellhaltigen Suspension erfolgen sollte.

In diesem Zusammenhang sollte im Vorfeld eine auf instrumenteller Analytik basierende
Analysenmethode wie HPLC gefunden werden, die angewandt auf einen Produktions- bzw.
Aufreinigungsprozess des Antikorpers, eine Detektion der im Zellkulturmedium enthaltenen
Proteine und Antikorper ermoglicht.

Die experimentelle Vorgehensweise sowie die Ergebnisse der einzelnen, im Hinblick auf einen

Produktionsprozess, relevanten Untersuchungen werden in den nachfolgenden Kapiteln vorgestellt.
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4.1.  Kultivierung einer Antikorper produzierenden Zelllinie und

Adaption an serumfreie Kulturbedingungen

Ausgangpunkt dieser Arbeit war die Kultivierung der Hybridom-Zelllinie IV F19.23 (siche Anhang
6.2), die einen monoklonalen Antikdrper (IgG;) gegen Penicillin G Amidase produziert. Im
Vordergrund der Betrachtung standen eine erste Einschitzung bzgl. der Zellproliferation, des
Substratverbrauchs, der Bildung von Stoffwechselprodukten sowie das Produktionsverhalten der
Zelllinie.

Im Hinblick auf die Aufreinigung des Antikorpers sollte in einem weiteren Schritt die Adaption der
Zelllinie an serumfreie Kulturbedingungen erfolgen, um die Abtrennung des Antikorpers von
Serumkomponenten, insbesondere des Serumalbumins, zu erleichtern. Da eine Serumreduzierung
haufig mit einer Verschlechterung des Proliferations- und des Produktionsverhalten der Zellen

einher geht, wurden diese GroBen vor und nach der Adaption untersucht.

4.1.1. Kultivierung in serumhaltigem Medium

Die Hybridom-Zelllinie IV F19.23 wurde im batch-Betrieb in serumhaltigem Medium kultiviert.
Das DMEM/Ham's F12 (1:1) Medium, das fiir die Kultivierung dieser Zelllinie und fiir zahlreicher
andere Tierzellen erfolgreich eingesetzt wird, enthdlt vor allem anorganische Salze, Aminosduren,
Vitamine und zahlreiche andere Bestandteile wie z. B. Fettsduren, Peptide, Puffersubstanzen und
Zuckerquellen. Basalmedien wie dieses bendtigen allerdings noch einen Anteil von 10 bis 20 %
Blutserum, wie z.B. Fotales Kélberserum (fetal calf serum; FCS). Der hohe Proteingehalt dieser
Seren unterstiitzt das Proliferations- und Produktionsverhalten der Zellen in-vitro. Die Kultivierung
der Hybridom-Zelllinie erfolgte in DMEM/Ham's F12 (1:1) Medium mit einem bereits reduzierten

Anteil von 5 % Pferdeserum (horse serum; HS).

Zellproliferation

Zunichst wurde das Proliferationsverhalten der Zelllinie untersucht. Drei Kultivierungen im batch-
Betrieb wurden in 250 ml Spinnerflaschen mit einem Arbeitvolumen von jeweils 100 ml durch-
gefithrt (siche Anhang 6.4.4). Wihrend der Kultivierung wurde einmal téglich eine Probe
entnommen. Neben der Zellzahl und der Vitalitdt wurden die Glukose-, Laktat- und Glutamin-
konzentrationen im Kulturiiberstand ermittelt (Durchfiihrung der jeweiligen Offline-Analytik siehe
Anhang 6.4.6). Abbildung 4.1.1 stellt den typischen Verlauf einer durchgefiihrten Kultivierung dar.
Die Wachstumsphase der Zellen dauert ca. 70 h und endet bei einer maximale Lebend-Zellzahl von
2-10° Zellen/ml. Bis zum Eintritt in die stationdre Phase wurde eine Vitalitdt von mehr als 95 %
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Bis zu diesem Zeitpunkt haben die Zellen die Hailfte der
anfianglichen 2,9 g/l Glukose verstoffwechselt. Gleichzeitig ist eine Zunahme der Laktat-
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konzentration auf einen Wert von 0,6 g/L zu beobachten, der im weiteren Verlauf der Kultivierung

aufgrund des geringen Glukoseverbrauchs konstant bleibt.
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Abbildung 4.1.1: Proliferation der Hybriom-Zelllinie IV F19.23 in serumhaltigen Medium
(DMEM/Ham's F12 (1:1) + 5 % Pferdeserum. x: Lebend-Zellzahl; Glk: Glukose; Lak: Laktat; Gln:
Glutamin, p: spezifische Wachstumsgeschwindigkeit, qGlk: spezifische Glukoseverbrauchs-
geschwindigkeit; gLak: spezifische Lakatbildungsgeschwindigkeit; qGln: spezifische Glutamin-
verbrauchsgeschwindigkeit.

Glutamin ist ebenso wie Glukose Hauptenergielieferant. Durch den Katabolismus des Glutamins
decken Sédugetierzelllinien in Anwesenheit von Glukose 30 % bis 65 % ihres Energiebedarfs. [167,
168] Neben der Energiegewinnung dient Glutamin als Aminogruppendonor zur Biosynthese von
Adenosin, Guanosin und Cytosin und gilt als limitierende Aminoséure in der Zellkultur. [169, 170]

Der auftretende Glutaminmangel nach einer Kultivierungsdauer von 70 h fiihrt vermutlich zu einer
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Limitierung der Zellproliferation und folglich zu einer geringen Abnahme in der Glukosekonzen-
tration.

Die Verldufe der spezifischen Wachstums-, Substratverbrauchs- und Laktatbildungsgeschwin-
digkeiten tiber den Kultivierungszeitraum sind in Abbildung 4.1.1 B dargestellt. Methoden zur
Einschétzung der spezifischen Geschwindigkeiten sind dem Anhang 6.5.1 zu entnehmen.

Die maximale Wachstumsgeschwindigkeit p in den ersten 24 h der Kultivierung ist vermutlich auf
eine hohen Verbrauchsgeschwindigkeit von Glutamin (qGln) zuriickzufiihren, die im Laufe der
Kultivierung ebenso wie die Wachstumsgeschwindigkeit abnimmt. Die Absterbephase der Zellen,
in der durch den iiberwiegenden Zelltod negative Werte fiir p erreicht werden, ist an dieser Stelle
irrelevant und wurde aus der Analyse ausgeschlossen.

Die hohe Laktatbildung in den ersten 40 h der Kultivierung resultiert scheinbar aus einem
anfanglich hohen Glutaminverbrauch und einem sich anschlieBenden hohen Glukoseverbrauch. In
der Literatur ist beschrieben, dass bei Sdugetierzelllinien bis zu 80 % der verbrauchten Glukose in
Laktat umgewandelt werden und nur ein geringer Anteil des bei der Glykolyse entstehenden
Pyruvates in den Citratzyklus iibergeht. [171] Dariiber hinaus ist bekannt, dass Glutamin auf
insgesamt acht verschiedenen zum Teil mit einander verkniipften Stoffwechselwegen katabolisiert
wird. Beim Abbau des Glutamins iiber den Zitratzyklus kann unter anderem Laktat entstehen, das
sich im Kulturmedium anreichert. [172]

Die schnelle Akkumulation von Laktat konnte eine Ursache fiir das verlangsamte Wachstum sein.
Die Freisetzung anderer Metabolite, wie Ammonium, das durch eine Desaminierung von Glutamin

entsteht (hier nicht gemessen), konnte ebenfalls dazu beitragen. [173, 174]

Produktionsverhalten

Im Folgenden wurde der Einfluss auf das Produktionsverhalten der Hybridom-Zellen genauer
untersucht. Zunichst wurde eine qualitative Analyse der produzierten Antikdrpers im
Kulturmedium anhand einer SDS-Gelelektrophorese durchgefiihrt (Vorschrift siche Anhang 6.4.7).
Um den Antikorper eindeutig zu identifizieren wurde zusitzlich ein Westernblot durchgefiihrt
(Vorschrift siche Anhang 6.4.8). Abbildung 4.1.2 zeigt das 12 %ige SDS-Gel und ein Bild den
Westernblot der Kulturiiberstdnde von Tag 2 bis Tag 7 und des reinen Kulturmediums. Deutlich
auf dem Gel zu erkennen ist der insgesamt hohe Proteingehalt des Mediums (A), insbesondere der
hohe Anteil an Serumalbumin bei ca. 66 kDa. Die leichten und schweren Ketten des Antikorpers
sind bei 25 bzw. 50 kDa auf dem Westernblot sichtbar. Ein Konzentrationsanstieg des Antikorpers

im Verlauf der Kultivierung ist deutlich zu sehen.



Experimenteller Teil 31

kba M 2 3 4 5 6 7 KM
200 — —
150__ Transferrin, MW
ca. 80 kDa
85 —— — — — Albumin, MW B

MW ca. 50 kDa

60 _ el T ca. 66 kDa
50 . M 2 3 4 5 6 7 KM
—_ «——IgG schwere Kette, ——» - —
—

o IgG leichte Kette
«— 5 > =
25 - - u - MW ca. 25 kDa

Abbildung 4.1.2: 12 %iges SDS-Gel (A) und Westernblot (B) der Kulturiiberstdnde einer batch-
Kultivierung der Hybridom-Zelllinie in serumhaltigem Medium (Coomassie-Farbung). M: Protein
Marker; (1-7): Kulturiiberstinde Tag 1 bis Tag 7; KM: Kulturmedium (DMEM/Ham's F12 (1:1) +
5 % HS.

Die quantitative Bestimmung des extrazelluldren IgG-Gehaltes erfolgte anhand eines spezifischen
Maus IgG ELISA (Enzymelinked immunosorbent assay) der Firma Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim). Der Verlauf der IgG-Konzentration wihrend der batch-Kultivierung ist in Abbildung
4.1.3 dargestellt.

Die Zunahme der IgG-Konzentration ist in den ersten 24 h gering und steigt anschlieSend bis zum
Ende der Kultivierung an. Die in den drei batch-Kultivierungen nach einer Kultivierungsdauer von
jeweils 140 h erzielte Endkonzentration lag zwischen 9 und 10 mg/1.

Die Produktivitéit einer Zellpopulation wird mit der spezifischen Produktionsgeschwindigkeit qP
beschrieben. Dies erlaubt den Vergleich zwischen unterschiedlichen Kultivierungen. Die Berech-
nungsgrundlage zur Einschitzung der Produktionsgeschwindigkeit ist dem Anhang 6.5.1 zu
entnehmen. Die Vitalitidt der Zellen lag wihrend der gesamten Wachstumsphase iiber 95 %. In
diesem Zeitraum kann die zeitliche Anderung der IgG-Konzentration auf lebende Zellen zuriick-
gefiihrt werden. Die Zunahme der IgG-Konzentration in der Absterbephase konnte auf die
Sekretion noch lebender Zellen bei gleichzeitiger Freisetzung von IgG durch Zelllyse zuriick-
zufiihren sein. Eine Auswertung der Produktivitdt ist in dieser Phase schwierig und wurde aus der

Auswertung daher ausgeschlossen.
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Abbildung 4.1.3: IgG-Produktion in serumhaltigen Medium. x: Lebend-Zellzahl; p: spezifische
Wachstumsgeschwindigkeit; qP: spezifische IgG-Produktionsgeschwindigkeit.

Bei einer hohen Wachstumsgeschwindigkeit in den ersten 24 h ist die Produktionsgeschwindigkeit
gering. Erst mit der Abnahme von p steigt qP an und erreicht ein Maximum von ca. 0,06 mg IgG/
(h-10°Zellen) zwischen 50 und 70 h. Mit dem Eintritt in die stationéire Phase nimmt die Pro-
duktionsgeschwindigkeit ab. Diese Produktionskinetik der Zellen ist darauf zurilickzufiihren, dass
langsam wachsende Zellen iiber mehr Energie zur Produktion verfligen als schnell wachsende
Zellen. [175] Ein dhnliches Produktionsverhalten wurde fiir unterschiedliche Hybridom-Zellen im

batch- sowie in kontinuierlichen Kultivierungen beschrieben. [176-179]
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4.1.2. Kultivierung in serumfreien Medium

Der hohe Proteingehalt des Serums und seine undefinierte Zusammensetzung wirken sich meist
storend auf die Aufreinigung des Zielproduktes aus. Serumbestandteile, wie z. B. Serumalbumin,
das zumeist in sehr hohen Konzentrationen in den Seren vorhanden ist (vgl. Abbildung 4.1.2),
beeintrachtigen hdufig die Aufreinigung und kdnnen zu einer Verunreinigung des Eluates fiihren.
Die Adaption von Zellen an serumfreie Bedingungen stellt einen kritischen Schritt dar, dessen
Erfolg von der verwendeten Zelllinie und den Kulturbedingungen (Medien) abhédngt. Neben den
notwendigen Nihrstoffen (Energiequellen, Stickstoffquellen, Vitamine etc.) muss das Medium
Serumersatzstoffe wie Hormone, Wachstumsfaktoren oder Transportproteine, wie z. B. Transferrin,
enthalten, die normalerweise durch den Zusatz von Serum bereit gestellt werden. Durch die
Supplementierung des Mediums durch definierte Substanzen ist der Proteingehalt minimal, sodass
einen bessere Vorraussetzung fiir die Aufreinigung des Zielproduktes gewdhrleistet ist. Dariiber
hinaus ist durch Abwesenheit von Serum das Risiko durch Kontamination mit z. B. Viren, sowie
die negative Auswirkung der Chargenvarianz des Serums auf die Reproduzierbarkeit eliminiert.
Die Formulierung kommerziell erhéltlicher serumfreier Medien ist zudem auf den jeweiligen
Zelltyp angepasst. Durch den Ubergang von serumhaltigen zu serumfreien, chemisch definierten
Medien, kann die Physiologie der Zellen und dadurch das Proliferations- sowie das
Produktionsverhalten der Zellen veridndert werden. [180] Aus diesem Grund wurde das
Proliferations- und Produktionsverhalten der Hybridom-Zellen nach der Adaption genauer unter-

sucht.

Adaption der Zellen an serumfreies Medium

Um ein geeignetes Medium fiir die serumfreie Kultivierung zu finden wurden drei verschiedene
kommerziell erhidltliche Medien getestet. Panserin™ PX10 und PX401 (PAN Biotech GmbH,
Aidenbach) sowie das Gibco™ Hybriodma-SFM (Invitrogen GmbH, Karlsruhe), sind serumfreie,
proteinarme Medien, dessen definierte Zusammensetzung das Wachstum von Hybridom-Zellen
und die Produktion monoklonaler Antikorper unterstiitzen sollen (Angaben des Herstellers).

Der Transfer der Zellen aus serumhaltiger Kultur in das jeweilige serumfreie Medium erfolgte in
der exponentiellen Wachstumsphase bei einer Vitalitit grofler 95 %. Zunéchst wurden die Zellen in
6-Lochplatten kultiviert, um eine erste Einschitzung iiber das Proliferationsverhalten unter den
gegebenen Kulturbedingungen zu erhalten. Die Zellen wurden mit einer Animpfdichte von
1:10° Zellen/ml in 5 ml des jeweiligen Mediums in die 6-Lochplatten iiberfiihrt und bei 37 °C in
5 %iger CO,-Atmosphidre kultiviert. Im Vergleich zu einem direkten Transfer in serumfreies
Medium erfolgte eine sequentielle Adaption durch schrittweise Reduzierung des Serumgehaltes
iiber mehrere Passagen. Die Ergebnisse der langsamen Adaption an serumfreie Bedingungen

gegeniiber einem direkten Transfer zeigten keinen deutlichen Unterschied im Proliferations-
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verhalten der Zellen (Daten nicht gezeigt). Es ist bekannt, dass eine direkte Adaption der Zellen mit
einem bereits optimierten Medium eine zeitaufwendige sequentielle Adaptionstechnik ersetzen
kann. [181]

Die Hybridom-Zellen wurden im Anschluss an die Adaption {iber einen Zeitraum von 6 Tagen in
einer 6-Lochplatte in serumfreien Medium kultiviert. Die Zellen wurden mit einer Animpfdichte
von 1-10° Zellen/ml ausplattiert und in 5 ml Medium bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Es wurden
tidglich Proben genommen und die Zellzahl in der jeweiligen Kultur bestimmt. Zum Ende der
Kultivierung wurde eine Konzentrationsbestimmung des IgG-Gehaltes im Kulturiiberstand
durchgefiihrt. Abbildung 4.1.4 zeigt den Proliferationsverlauf der Hybridom-Zellen in Ab-
hiangigkeit des verwendeten Mediums. Die jeweiligen Endkonzentrationen des produzierten

Antikorpers sind dem Diagramm zu entnehmen. Die Ergebnisse ergeben sich aus einer

Doppelbestimmung.
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Abbildung 4.1.4: Proliferationsverhalten der Hybridom-Zellen in unterschiedlichen serumfreien
Medien. Medien: Panserin™PX10, Panserin"PX401, SFM: Gibco™ Hybridoma-SFM.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass das PX401 Medium sowohl das Wachstum als auch die IgG-
Produktion am besten unterstiitzt. Im Vergleich zum PX10 Medium, in dem die Proliferation durch
eine lange stationdre Wachstumsphase gekennzeichnet ist, wurden im PX401 Medium doppelt so
hohe Zellzahlen und IgG-Konzentrationen erreicht.

Eine qualitative Analyse der Kulturiiberstdinde anhand einer SDS-Gelelektrophorese zum Ende der
Kultivierung (Durchfiihrung siche Anhang 6.4.7) hat jedoch gezeigt, dass sowohl im PX10 als auch
im PX401 Medium ein hoher Anteil von Albumin enthalten ist (siche Abbildung 4.1.5). Um den

spateren Aufreinigungsprozess des Antikorpers zu vereinfachen und eine hohe Reinheit des
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Zielproduktes bereits vor der Aufreinigung zu gewéhrleisten, sollten die Zellen in einem Medium
mit moglichst geringem Proteingehalt kultiviert werden. Im Vergleich zum PX401 und PX10
Medium ist der Proteingehalt des Gibco™ Hybrodima-SFM Mediums gering. Aufler Transferrin
mit einem Molekulargewicht von ca. 80 kDa, das als Transportprotein fiir Eisen Bestandteil des
Mediums ist, und den schweren und leichten Ketten des Antikorpers bei ca. 50 kDa und 25 kDa,
konnen keine weiteren Proteinbanden im betrachteten Molekularbereich erkannt werden. Es sei
allerdings angemerkt, dass Insulin als Wachstumsfaktor im Medium enthalten ist. Mit einem

Molekulargewicht von ca. 6 kDa wird dieses Protein auf dem Gel nicht detektiert.

M PX401 PX10 SFM

85__ «_ Transferrin,

60 - (- MW ca. 80 kDa

50 \\ / «—IgG schwere Kette,
Albumin. MW MW ca. 50 kDa
ca. 66 kDa

25__ « 1gG leichte Kette,

MW ca. 25 kDa

Abbildung 4.1.5: Qualitative Analyse der Kulturiiberstinde der serumfreien Hybridom-Kulti-
vierungen in Panserin™ PX401 und PX10 sowie Gibco™ Hybrodima-SFM (12 %iges SDS-Gel,
Silberfarbung). M: Protein Marker.

Da das Gibco™ Hybrodima-SFM Medium (nachfolgend SFM-Medium genannt) den niedrigsten
Proteingehalt aufweist und zudem kein stérendes Albumin enthélt, sollte nachfolgend die

Kultivierung der Hybridom-Zelllinie in diesem Medium erfolgen.

Fiir die Kultivierung der Zellen in Spinnerflaschen erfolgte der Transfer der Zellen aus serum-
haltigem Medium in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer Vitalitiat groBer 95 % direkt.
100 ml des auf 37 °C temperierten SFM-Mediums wurden mit einer Zelldichte von 3-10° Zellen/ml
in einer 250 ml Spinnerflasche angeimpft. Nach zwei Tagen erreichten die Zellen eine Zellzahl von
ca. 10°Zellen/ml. Die Zellen wurden in 100 ml frisches Medium mit einer Dichte von
1,5-10° Zellen/ml iiberfiihrt. Auf diese Weise wurden die Zellen iiber einen Zeitraum von zwei
Wochen kultiviert. Zellzahlen von typischerweise 1-10° Zellen/ml wurden bereits nach zwei Tagen
erreicht. Nach jeder Passage wurde eine Vitalitit grofer 90 % beobachtet. Die Adaption der

Hybridom-Zellen wurde demnach als erfolgreich betrachtet.
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Nach der Adaption der Zelllinie wurden eine Master- und eine Arbeitszellbank angelegt
(Vorgehensweise siche Anhang 6.4.3). Die Zelllinie wurde routinemafig in 250 ml Spinnerflaschen
mit einem Arbeitsvolumen von 100 ml subkultiviert. Passagen erfolgten alle zwei Tage, um ein

dauerhaftes Wachstum ohne Substratlimitierung aufrecht zu erhalten.

Proliferations- und Produktionsverhalten

Um das Proliferations- und Produktionsverhalten der Hybridom-Zelllinie nach der Adaptation zu
untersuchen, wurden drei batch-Kultivierungen in 250 ml Spinnerflaschen mit einem Arbeits-
volumen von jeweils 100 ml durchgefiihrt. Wahrend der Kultivierung wurde einmal téglich eine
Probe entnommen. Neben der Zellzahl und der Vitalitit wurde die Glukose-, Laktat- und
Glutaminkonzentration im Kulturiiberstand ermittelt (Die Durchfiihrung der jeweiligen Offline-
Analytik befindet sich im Anhang 6.4.6). Da eine Serumreduzierung mit einem verringerten
Proliferations- und Produktionsverhalten der Zellen einhergehen kann, sollten Zellzahl und
Produktkonzentration sowie die Wachstumsgeschwindigkeit p und die Produktbildungsgeschwin-
digkeit qP bei der Untersuchung im Vordergrund stehen. Abbildung 4.1.6 zeigt das Proliferations-
und Produktionsverhalten der Hybridom-Zelllinie einer batch-Kultivierung in serumfreiem Me-
dium im direkten Vergleich zu einer serumhaltigen batch-Kultur.

Unabhédngig von dem Kulturmedium zeigen die Zellen ein dhnliches Proliferationsverhalten. Die
maximal erreichten Zelldichten in der jeweiligen Kultur unterscheiden sich nur geringfiigig. Im
Bezug auf die Endkonzentration wurde bei der serumfreien Kultur eine um 35 % geringere
Endkonzentration an IgG erhalten. In beiden Kulturen ist die Wachstumsgeschwindigkeit der
Zellen zu Beginn der Kultivierung hoch. Wihrend p in der serumhaltigen Kultur nach 24 h sinkt,
bleibt die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen in serumfreien Medium iiber weitere 24 h
konstant. Die ldnger anhaltende Phase schnellen Wachstums kdnnte auf eine hdhere Energie-
bereitstellung durch Glukose zuriickzufithren sein. Die Ausgangkonzentration in serumfreien
Medium liegt bei 3,7 g/l Glukose. Im Vergleich hierzu enthdlt das serumhaltige Medium eine
Glukosekonzentration von 2,9 g/l. Ein Vergleich der Glukoseverbrauchs-geschwindigkeiten
zwischen serumbhaltiger und serumfreier Kultur zeigte in der serumfreien Kultur einen deutlich
hoheren Glukoseverbrauch zu Beginn der Kultivierung und iiber einen weiteren Zeitraum von 24 h
(Daten nicht gezeigt).

Durch die langer anhaltende konstante Wachstumsgeschwindigkeit zu Beginn der Kultivierung ist
die Produktionsgeschwindigkeit im Vergleich zur serumhaltigen Kultur verzogert. In beiden
Kulturen wird eine maximale Produktionsgeschwindigkeit von 0,06 mg IgG/ (h-10°Zellen) nach ca.
60 h erreicht. Die verringerte Produktionsgeschwindigkeit in den ersten 48 h kdnnte als Grund fiir

die Unterschiede in der Endkonzentration der Antikdrper angesehen werden.
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Abbildung 4.1.6: Proliferation und IgG-Produktion der Hybriom-Zelllinie in serumhaltigen und
serumfreinen Medium im Vergleich. x: Lebend-Zellzahl; u: Wachstumsgeschwindigkeit; qP: 1gG-

Produktionsgeschwindigkeit.
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In Tabelle 4.1.1 sind die Mittelwerte der maximalen Zellzahl x,,, der Wachstumsgeschwin-
digkeiten L., und der IgG-Konzentration 1gGy,.x aus jeweils drei batch-Kultivierungen in serum-
haltiger und serumfreier Kultur dargestellt. Um die mittlere Produktivitiat qP der jeweiligen
Population einzuschitzen, wurden die Werte von gP in der Wachstumsphase (von 30 bis 80 h)

gemittelt.

Tabelle 4.1.1: Wachstumsgeschwindigkeit pma.x und Produktivitit Py der Hybridom-Zelllinie in
serumhaltigen und serumfreien Medium. Die Werte entsprechen Mittelwerten aus drei batch-
Kultivierungen (n=3). Xm.x: maximale erreichte Zellzahl;, 1gGy,.: maximale erreichte Endkon-
zentration des Antikorpers.

Hybridom-Kultivierung

serumbhaltig serumfrei
X [Zellen/ml] 2,1-10°+0,14-10°  2,1-10°+0,28-10°
Mo [07] 0,047 £ 0,005 0,042 + 0,004
IgG,,..[mg/1] 9,5+0,7 72+14
qP,,. [mg IgG/ h-10’Zellen] 0,052 + 0,005 0,042 + 0,003

Ein Vergleich der Kultivierung bzgl. Proliferationsverhalten der Hybridom-Zellen in serumhaltigen
und serumfreien Medium zeigte keinen Unterschied. Die minimalen Anderungen lagen im Bereich
der Standardabweichung. Die mittlere maximale IgG-Konzentration, die im Verlauf der batch-
Kultivierung erzielt wurde, sowie die Produktivitit der jeweiligen Zellpopulation, zeigten einen nur
geringfligigen Unterschied.

In der Literatur ist beschrieben, dass eine verringerte Produktivitit von Zelllinien, die in
serumreduzierten Medien kultiviert wurden, mit einer erhdhten Laktatanreicherung in Zusammen-
hang zu bringen ist, die aus einem erhéhten Glukoseverbrauch resultieren kann. [182]

Dariiber hinaus konnen andere Faktoren wie z.B. der pH-Wert des Mediums, die Anreicherung von
Ammonium sowie die Geldstsauerstoffkonzentration Einfluss auf die Zellproliferation und damit
auf die Produktivitét einer Zellpopulation, ausiiben. [183, 184] Diese Faktoren miissten in weiter-
fiihrenden Versuchen genauer untersucht werden, um eine eindeutigere Aussage iiber den Einfluss

serumfreier Kulturmedien auf die Zellproliferation und —produktion treffen zu konnen.

Fazit

Eine erste Einschidtzung des Proliferations- und Produktionsverhalten der Hybridom-Zellen in
serumbhaltigen und serumfreien Medium hat keine gro3en Unterschiede aufgezeigt. Eine serumfreie
Kultivierung unter den gegebenen Bedingungen ist mit einem geringfiigigen Produktivititsverlust
aber ohne Einbufle in der Zellproliferation moglich. Das fiir die Versuche verwendete SFM-

Medium versorgt die Zellen unter den gegeben Bedingungen mit ausreichend Néhrstoffen und



Experimenteller Teil 39

unterstiitzt das Wachstums- und Produktionsverhalten der Zellen. Eine sequentielle Adaption der
Zellen an dieses fiir Hybridom-Zellen optimierte Medium war nicht ndtig. Fiir eine Kultivierung
unter serumfreien Bedingungen ist dieses Medium demnach gut geeignet. Dartiber hinaus sollten
der minimale Proteingehalt und die damit verbundene Reinheit des Produktes den spéteren
Aufreinigungsprozess vereinfachen und so Kosten reduzieren. Angesichts dieser Ergebnisse ist der
Vorteil der Produktion in serumfreien Kulturmedien mit minimalem Proteingehalt klar zu

erkennen.
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4.2.  Anwendung der 2D-Fluoreszenzspektroskopie zur Bioprozess-

analytik einer Antikérper produzierenden Zelllinie

Die 2D-Fluoreszenzspektroskopie ist eine Methode, die bei verschiedenen Verfahren zur
Bioanalytik bzw. nicht-invasiven Bioprozessbeobachtung Anwendung findet (sieche Grundlagen
Kapitel 3.2.1 Fluoreszenzspektroskopie). Uber eine direkte Messung intrinsischer Fluorophore wie
z. B. NADH kann man Aussagen iiber den Zellzustand gewinnen. Vielfdltige biologische,
chemische und physikalische Wechselwirkungen bei Bioprozessen konnen jedoch zur
Uberlagerung und Beeinflussung der Fluoreszenz in benachbarten Regionen im Spektrum fiihren,
sodass eine direkte Proportionalitdt zwischen ProzessgroBlen und Fluoreszenz meist nicht mehr
gegeben ist. Um dennoch latente Informationen iiber Verldufe einzelner Prozessgrofien, die auf den
ersten Blick nicht mit der Fluoreszenz in Verbindung stehen, aus den erhaltenen Spektren zu
gewinnen, ist eine chemometrische Datenauswertung und Modellbildung unumgénglich. Die 2D-
Fluoreszenzspektroskopie wurde bereits in zahlreichen Applikationen bei der Kultivierung von
z. B. Bakterien und Hefen angewendet. Im Bereich der Tierzellkultivierung wurde diese Methode
bisher nur zur erfolgreichen Uberwachung des Konzentrationsverlaufes des griin fluoreszierenden
Proteins (GFP; engl. green fluorescent protein) in einer Kultivierung von NSO-Zellen eingesetzt.
Zur Uberwachung anderer relavanter Prozessgrofen im Rahmen von Tierzellkultivierungen gibt es
bisher keine Anwendungsbeispicele.

ProzessgroBen, die bei der Beobachtung von Produktionsprozessen mit Sdugetierzellen eine
wichtige Rolle spielen, sind die Zellzahl, die Konzentration von Substraten wie Glukose und
Glutamin, die als Hauptenergielieferanten der Zellen dienen, [167, 173] und die Konzentration
bestimmter Stoffwechselprodukte wie z.B. Laktat oder Ammonium, die sich im Laufe der
Kultivierung anreichern und eine inhibierende Wirkung auf die Zellproliferation und Produktivitit
der Zellen ausiiben konnen. [173, 174] Eine der wichtigsten Prozessgrofen ist die Konzentration
des Zielproduktes. Im Bereich der Antikdrperproduktion wird der Konzentrationsverlauf bzw. die
Endkonzentration in den meisten Fillen durch aufwendige Offline-Verfahren (ELISA/ Protein A
Chromatographie) zumeist erst nach Ende der Kultivierung ermittelt. Eine direkte Bestimmung des
Zielproduktes wihrend des Kultivierungsprozesses hétte gegeniiber der Offline-Messung demnach
Vorteile.

Die Steuerung der Produktionsprozesse iiber eine direkte und simultane Beobachtung der Prozess-
groBBen wiirde zu einer effizienteren Prozessfithrung beitragen, indem z. B. gezielte Fiitterungs-
strategien durchgefiihrt oder der optimale Zeitpunkt des Kultivierungsendes bestimmt werden
konnte. Dariiber hinaus konnten Anderungen im Wachstums- und Produktionsverhalten einer

Zellpopulation, die eine ganze Produktionscharge unbrauchbar machen konnten, rechtzeitig erkannt
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und die Kultivierungen gegebenenfalls abgebrochen werden. Auf diese Weise konnten Zeit und

Kosten des Produktionsprozesses reduziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde am Beispiel der Kultivierung einer Antikorper produzierenden
CHO-Zelllinie, der Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektroskopie fiir die simultane Beobachtung
verschiedener nicht fluoreszierender Prozessgrofien mit Hilfe chemometrischer Datenauswertung
und Modellbildung untersucht. Bei der Zelllinie handelt es sich um eine Zelllinie aus der Industrie,
die von der Firma Roche Diagnostics GmbH (Penzberg) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
wurde. Ahnliche Untersuchungen wurden im Rahmen der laufenden Dissertation von Larissa Behr
(Institut fir Technische Chemie, LUH) mit der in Kapitel 4.1 beschriebenen und an serumfreie
Bedingungen adaptierten Hybridom-Zelllinie durchgefiihrt. [185] Die Messungen wurden mit dem
BioView"” Sensor der Firma Delta Light & Optics (Hersholm, Dinemark) durchgefiihrt. Nihere
Informationen zum Aufbau und Messprinzip dieses Sensors befinden sich im Anhang 6.4.9.

Im Folgenden sollen zunichst die Vorgehensweise fiir die chemometrische Datenauswertung, die
Geriteeinstellungen des BioView" Sensors sowie die Kultivierungsbedingungen fiir die CHO-
Zelllinie vorgestellt werden. Es folgt eine Ubersicht iiber die Kultivierungsverliufe der
beobachteten Prozessgrofen, die Auswertung der Fluoreszenzspektren iiber chemometrische
Datenauswertung und die Beurteilung der Modellbildung zur Vorhersage der einzelnen Prozess-
groBBen. Die Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit Bianca Grote (Institut fiir Technische

Chemie, LUH) durchgefiihrt. [186]

4.2.1. Vorgehensweise fur die chemometrische Auswertung

Der in Abbildung 4.2.1 dargestellte Ablauf beschreibt die in dieser Arbeit durchgefiihrte
Vorgehensweise bei der chemometrischen Datenauswertung. Zu Beginn der Versuchsreihe standen
die Zielsetzung und die Versuchsplanung, auf deren Grundlage die Datengewinnung wahrend der
Kultivierungsprozesse durchgefiihrt wurde. Die durch Offline-Analytik ermittelten Prozessgroflen
wurden fiir jede Kultivierung graphisch dargestellt. Im Anschluss an die Kultivierungen wurden fiir
alle ProzessgroBen Modelle aus drei Kultivierungen erstellt. Die Uberpriifung der Modelle erfolgt
durch Validierung, d.h. durch Anwendung der Modelle auf eine vierte Kultivierung durch

Vorhersage der Prozessgrofien.
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Versuchsplanung Durchfithrung von vier Kultivierungen unter
l gleichen Kultivierungsbedingungen
Dateneewinnun 2D-Fluoreszenzmessung und Offline-
gewinnung Analytik verschiedener Prozessgrofien
l Graphische Auff der Verldufe d
raphische Auftragung der Verldufe der
Datenanalyse/ Prozessgrofen aus vier Kultivierungen
Modellbildung

Modellbildung aus drei der vier Kultivierungen
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Regression
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Uberpriifung und Validierung —— Validierung der Modelle durch
l Vorhersage der vierten Kultivierung

Bewertung | Beurteilung der Modelle

Abbildung 4.2.1: Schematische Darstellung der Vorgehensweise fiir die chemometrische
Datenauswertung. PLS (partial least square).

4.2.2. Kultivierung der CHO-Zellen

BioView®-Einstellungen

Im Vorfeld der Kultivierungen wurde eine Probekultivierung durchgefiihrt, um die fir die
Kultivierung optimale Verstiarkung des Messsignals zu finden. Das Messsignal wird in relativen
Fluoreszenzintensitdten angegeben (im folgenden RFI genannt). Um zu verhindern, dass wichtige
Informationen verloren gehen, wurde die Verstirkung einzelner Wellenldngenpaare so gewdhlt,
dass sie wiahrend der Kultivierung die maximal detektierbare RFI von 4095 nicht iiberschreiten. Im
Anhang befindet sich eine Tabelle iiber die gewéhlten Einstellungen des BioView™ Sensors fiir die
nachfolgenden Kultivierungen (siche Anhang 6.4.9, Tabelle 6.4.3). Wihrend der Kultivierungs-

verldufe wurden im Abstand von 15 min Fluoreszenzspektren aufgenommen.

Kultivierung

Die Kultivierung der CHO-Zelllinie erfolgte in einem fiir die BioView-Messung angefertigten
400 ml Edelstahlreaktor. Ndhere Angaben zum Ablauf der Kultivierung befinden sich im Anhang
6.4.5. Fiir jede Kultivierung wurde eine neue Vorkultur aus einer zuvor angelegten Arbeitszellbank
angesetzt, um gleiche Ausgangsbedingungen zu gewihrleisten (Vorgehensweise beim Anlegen von
Zellbdnken siehe Anhang 6.4.3). Da die Fluoreszenz zahlreichen Einflussgréfen unterliegt, wie
z.B. Temperatur, pH-Wert und Riihrerdrehzahl, wurden die Kultivierungen unter gleichen Kultur-
bedingungen durchgefiihrt. In Tabelle 4.2.1 sind die Kultivierungsbedingungen fiir die CHO-
Zelllinie im Reaktor dargestellt.
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Tabelle 4.2.1: Ubersicht iiber die Kultivierungsbedingungen der CHO-Kultivierung.

Kultivierungsparameter Einstellungen

Temperatur 37°C

pH-Wert 7,0 (1 M NaOH, 1 M HCI)
Begasung 50 % Geldstsauerstoff
Riihrgeschwindigkeit 85 min”

Arbeitsvolumen 375 ml

Offline-Analytik

Die Probenahme erfolgte zweimal tiglich. ProzessgroB3en, die wiahrend den Kultivierungen offline
bestimmt wurden und als Grundlage fiir die spétere Modellbildung und Validierung dienten sind
die Zellzahl (Lebend/ Tot), die Substrate Glukose und Glutamin sowie die Konzentration des
produzierten Antikorpers. Dariiber hinaus wurde die Laktatkonzentration sowie das Enzym
Laktatdehydrogenase (LDH) gemessen. LDH ist ein intrazellulires Enzym, das bei einer
Zerstorung der Zellintegritidt in das Medium gelangt und im Kulturiiberstand detektiert werden
kann. Die Bestimmung der Enzymaktivitdt kann als indirekte Bestimmungsmethode der Anzahl
toter Zellen angesehen werden. Zudem wurde exemplarisch die Konzentration der Aminoséure
Glutamat bestimmt, die als Stoffwechselzwischenprodukt beim Abbau von Glutamin zu a-
Ketoglutarat vor Eintritt in den Citratzyklus entsteht. Die Durchfiihrung der Probenahme und der

Analytik der jeweiligen Prozessgrofie sind dem Anhang 6.4.6 zu entnehmen.

Kultivierungsverlauf

In Abbildung 4.2.2 sind die Konzentrationsverldufe nach der jeweiligen Prozessgréflen von vier
Kultivierungen K1 bis K4 iiber den Kultivierungszeitraum dargestellt.

Kultivierungen unter gleichen Randbedingungen sollten im Rahmen einer definierten Standard-
abweichung einen dhnlichen Kultivierungsverlauf aufzeigen. Trotz gleicher Kulturbedingungen
wurde ein unterschiedliches Proliferationsverhalten der CHO-Zellen beobachtet (vgl. Abbildung
4.2.2 A). Dies spiegelte sich in einem unterschiedlichen Glukoseverbrauch und der damit einher-
gehenden Laktatbildung wider. Die Konzentrationsverldufe der anderen Prozessgroflen stimmten
im Rahmen der Messungenauigkeit anndhernd iiberein.

Die Ausgangsbedingungen bzgl. Zellzahl und der im Rahmen der Arbeit detektierten Substrat-
konzentrationen waren in allen vier Kultivierungen annihernd identisch, sodass ein Einfluss auf die
Zellproliferation vernachldssigt werden kann. Mogliche Griinde fiir die Unterschiede im Verlauf
der Zellproliferation der vier Kultivierungen konnten in einer verdnderten Zusammensetzung des
Kulturmediums liegen. Eine Anderung der Zusammensetzung fiir den Zellstoffwechsel wichtiger
Substrate kdnnte zu einer inhomogen Zellproliferation fiihren. Eine 2D-Fluoreszenzmessung des

Mediums vor Beginn einer jeden Kultivierung hat eine deutliche Variation in der Fluoreszenz-
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intensititen aufgezeigt (siche Abbildung 6.6.2, Anhang 6.6.2). Dies deutet auf eine verdnderte
Medienzusammensetzung hin, die unter Umstinden aus einer zu langen Lagerung des Mediums
resultierte. Dartiber hinaus wurde wéihrend den Kultivierungen eine unterschiedlich starke Schaum-
bildung beobachtet. Es ist bekannt, dass sich eine starke Gasentwicklung negativ auf die Zellproli-
feration auswirken kann.

Der Zellzustand zu Beginn und wéhrend einer Kultivierung hat ebenfalls Einfluss auf das Proli-
ferationsverhalten der Zellen. Die Vitalitdt der Zellen nach dem Animpfen des Reaktors, berechnet
iber den prozentualen Anteil lebender Zellen an der Gesamtzellzahl (siche Anhang 6.4.6,
Zellzahlbestimmung), lag in allen Kultivierungen bei einem Wert von grofer 95 %. Eine
Differenzierung zwischen noch lebensfdhigen bzw. stoffwechselaktiven und bereits frith apop-
totischen Zellen ist mit einer lichtmikroskopischen Untersuchung, wie sie hier durchgefiihrt wurde,
nicht moglich. Der Einfluss des Zellzustandes auf die Zellproliferation bleibt demnach ungekléart.
Um die Ursache der Heterogenitidt der Kultivierungsverldufe der Zellen besser zu verstehen,
miissten anhand weiterer Kultivierungen Untersuchungen des Zellzustandes vor und wihrend der
Kultivierung sowie des Stoffwechselverhalten durchgefiihrt werden. Hierfiir konnte eine durch-
flussytometrische Analyse des Zellzustandes niitzliche Informationen liefern. Zudem miisste der
Finfluss &uflerer Bedingungen, wie die Medienzusammensetzung und der Gaseintrag auf die
Zellproliferation, genauer untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Untersuchung verschiedener ProzessgroBen anhand fluores-
zenzspektroskopischer Messungen im Vordergrund stehen. Aus diesem Grund wurde auf eine
genauere Analyse des Zellstoffwechsels an dieser Stelle verzichtet. Auf der Grundlage dieser zum
Teil heterogenen Datensdtze wurde im weiteren Verlauf eine chemometrische Datenauswertung
durchgefiihrt. Hierbei sollte der Einfluss der in die Modellbildung einflieBenden Kultivierung auf

die Vorhersage der jeweiligen Prozessgrofie beriicksichtigt werden.
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Abbildung 4.2.2: Konzentrationsverldufe der Prozessgrofen aus vier CHO-Kultivierungen K1-K4.
(A) Anzahl der lebenden Zellen, (B) Anzahl der toten Zellen, (C) relative IgG-Konzentration (D)
Aktivitdt der Laktatdehydrogenase (K2-K3), (E) Glukosekonzentration, (F) Laktatkonzentration,

Glutamin- (G) und Glutamatkonzentration

(H).
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Fluoreszenzspektroskopische Messung

Um erste Aussagen iiber den Informationsgehalt der Fluoreszenzspektren zu erhalten wurden
exemplarisch drei Spektren der Kultivierung K3 zu unterschiedlichen Zeitpunkten miteinander
verglichen. Durch die Auftragung der detektierten relativen Fluoreszenzintensitdt in Abhangigkeit
der Exzitations- und Emissionswellenldngen ergibt sich ein zweidimensionales Fluoreszenz-
spektrum. In Abbildung 4.2.3 sind exemplarisch drei Spektren der Kultivierung K3 dargestellt. Die
Abbildung zeigt ein Spektrum des reinen Mediums vor dem Animpfen (A), ein Spektrum zu
Beginn der Kultivierung (B) und ein Spektrum zum Ende der Kultivierung nach ca. 10 Tagen (C)
bei den in Tabelle 4.2.1 und Tabelle 6.4.3 genannten Einstellungen.

0-315
315-630
630 - 945

relaihe Infersita
945 - 1260
1260 - 1575

1575 - 1890

i § 1890 - 2205 |
2205 - 2520 -
2520 - 2835
2835 - 3150
3150 - 3465
3465 - 3780

- 4095

Abbildung 4.2.3: 2D-Fluoreszenzspektren. Anderung der Fluoreszenz zu verschiedenen Zeit-
punkten der Kultivierung K3. (A) Spektrum des Kulturmediums vor dem Animpfen, (B) zu Beginn
der Kultivierung und zum Ende der Kultivierung nach ca. 10 Tagen (C).

Die Spektren zeigen in drei Bereichen eine hohe Fluoreszenzintensitit. Die hochsten RFI-Werte
liegen in Ex/Em-Bereichen, die Vitaminen und Cofaktoren (Ex 350-450 nm/ Em 420-550 nm) und
bestimmten Aminoséuren/Proteinen (Ex 260-300 nm/ Em 320 nm-400 nm) zugeordnet werden
konnen (vgl. Abbildung 6.4.4, Anhang 6.4.9). Wie die Spektren zeigen, tritt keine nennenswerte
Verdnderungen der Fluoreszenzintensitdten nach der Inokulation des Reaktors auf (vgl. Abbildung
4.2.3. A und B). Im Verlauf der Kultivierung wurde eine deutliche Abnahme der RFI in fast allen
Bereichen des Spektrums beobachtet. Die Erklarungen fiir eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit
konnen unterschiedlich sein. Ein moglicher Grund koénnte in der Zunahme der optischen Dichte
liegen. Im Verlauf der Kultivierungen wurde neben der Zunahme der Zellzahl ein Anstieg an
Zellbruchstiicken im Medium beobachtet. Eine Zunahme der Triibung erhoht den Anteil der
Lichtstreuung. Die Eindringtiefe des Anregungslichtes ist verringert. Dies kann zu einer Ab-
schwichung der RFI flihren. [187] Eine Verdnderung der Medienzusammensetzung im Verlaufe
der Kultivierung konnte einen weiteren Grund fiir den Abfall der Fluoreszenzintensitidt darstellen.
Zudem ist bekannt, dass die Intensitdt im Bereich der Aminosdurefluoreszenz durch deren Einbau

in Proteine abgeschwicht werden kann (Quenching-Effekt). [56] Ebenso kdnnen Verdnderungen
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der RFI durch die reversible Umwandlung eines Fluorophors in seine oxidierte/reduzierte nicht
fluoreszierende Form auftreten, wie es am Beispiel des Co-Enzyms NADH/ NAD" zu beobachten

ist.

NADH ist ein Co-Enzym, das an zahlreichen Redoxreaktionen des Stoffwechsels der Zellen
beteiligt ist und so den metabolischen Zustand der Zelle widerspiegelt. Die reduzierte Form dieses
Co-Enzyms zdhlt zu den biogenen Fluorophoren. In der Literatur ist fiir verschiedenen
Anwendungen im Bereich der Kultivierung von Mikroorganismen beschrieben, dass fluoreszenz-
spektroskopische Messungen des intrazelluliren NADH-Gehaltes (Ex 330 nm/ Em 450 nm) fiir
eine Abschitzung der Zellzahl, aber auch fiir die Online-Beobachtung des Zellzustandes
herangezogen werden konnen. [188] Fiir die Bestimmung der Zellzahl geht man davon aus, dass
die Fluoreszenz mit zunehmender Zellzahl wihrend der Kultivierung zunimmt. Einfliisse, die den
Stoffwechsel der Zelle betreffen, das Auftreten von Gasblasen oder Fluorophoren, die unter
gleichen Bedingungen angeregt werden, konnen jedoch die Messung beeinflussen.

Die wihrend der CHO-Kultivierung trotz steigender Zellzahl beobachtete Abnahme der Fluores-
zenzintensitdt auch im Bereich der NADH-Fluoreszenz, deutet darauf hin, dass die NADH-
Fluoreszenz beeinflusst wird. Eine &hnliche Beobachtung bzgl. der Abnahme der NADH-
Fluoreszenz machten Hisinger et al. bei fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen bei Kulti-
vierungen einer NSO-Zelllinie. [68] Die starke Eigenfluoreszenz des hier verwendeten Mediums
(siche Abbildung 4.2.3 A) konnte die NADH-Fluoreszenz beeinflussen. Dariiber hinaus wurde eine
starke Schaumentwicklung wiahrend der Kultivierungen beobachtet. Diese Faktoren konnten zu
einer Uberlagerung des NADH-Signals fiihren und auf diese Weise die Eigenfluoreszenz des
NADH iiberdecken. Ein direkter Zusammenhang zwischen NADH-Fluoreszenz und der Zellzahl ist
demnach nicht zu erkennen. Ein Vergleich der Konzentrationsverldufe weiterer ProzessgroBen mit
den Verldufen einzelner Wellenldngenkombinationen hat gezeigt, dass auch hier kein direkter
Zusammenhang mit den ablaufenden Reaktionen besteht (Daten nicht gezeigt).

Um dennoch Informationen {iber den Konzentrationsverlauf einzelner Prozessgrofien zu erhalten,
wurden im Folgenden auf der Grundlage der Anderung der Gesamtfluoreszenz und der im
vorherigen Abschnitt dargestellten Offline-Daten chemometrische Modelle erstellt, mit deren Hilfe
die Vorhersage einzelner Prozessgrofen ermoglicht werden sollte. Anderungen in den Fluoreszenz-
intensitdten, wie sie wihrend der Kultivierungen beobachtet wurden, sind hierbei Grundvorraus-
setzung, um latente Informationen iiber den Verlauf verschiedener ProzessgroBlen gewinnen zu

konnen.
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4.2.3.  Modellbildung und Validierung

Fiir die CHO-Kultivierungen wurden mit der Software The Unscrambler® 7 PLS1-Modelle zur
Vorhersage der Offline-Groflen Zellzahl (Iebend/tot), IgG-Gehalt, LDH-Aktivitit, Glukose und
Laktat sowie Glutamin und Glutamat entwickelt. Im Folgenden ist eine kurze Ubersicht iiber die im
Rahmen dieser Arbeit angewandten Methoden fiir die Datenauswertung dargestellt. Eine aus-
fiihrliche Beschreibung dieser Methoden zur Durchfiithrung chemometrischer Datenauswertung
wird in der Dissertation von Hantelmann gegeben. [57] Allgemeine Informationen finden sich bei

Danzer. [189]

Hauptkomponenten- und Regressionsanalyse

Ziel der Hauptkomponentenanalyse (PCA, principle component analysis) ist es, den Datensatz
unter bestimmten Optimierungskriterien auf eine Anzahl neuer, unabhidngiger Komponenten zu
reduzieren, die nur die charakteristischen Anderungen beriicksichtigen. Dabei werden Daten
»gleicher Aussage® in jeweils einer Hauptkomponente zusammengefasst. Die Anzahl der Haupt-
komponenten ist begrenzt durch die Anzahl der Spektren bzw. durch die Anzahl der Wellenldngen-
kombinationen. In der Regel reichen wenige Hauptkomponenten aus (3-5), um den kompletten
Datensatz bzw. die groBtmoglichste Varianz des Datensatzes zu erfassen. Die Varianz beschreibt in
diesem Zusammenhang das Mal} des Informationsgehaltes der Daten. Auf diese Weise kdnnen
Anteile, die wenig zur Gesamtvarianz beitragen wie z. B. storende Rauscheffekte herausgefiltert
werden.

Die reduzierten Datenséitze aus der Hauptkomponentenanalyse (Scores = unabhéngige X-Variablen
(Xea)), werden mit den Offline-Daten (abhiingige Y-Variablen (Y.q)) zur Modellbildung mittels
PLS1-Regression (partial least square regression) in Beziehung gesetzt. Die Validierung dieser
Modelle erfolgt durch die Anwendung der Modelle auf neue Datensétze. Ziel der Modellbildung ist
es, unbekannte Y-Daten (Yy,) aus korrespondierenden X-Daten (Xy,) von neuen Messungen zu
berechnen. Auf diese Weise konnen Prozessgroflen, die bisher nur offline bestimmt werden
konnten, indirekt aus den leicht zugénglichen Fluoreszenzdaten online vorhergesagt werden. Die

Beziehung ist in Abbildung 4.2.4 schematisch dargestellt.

X + Yo — Modell X, + Modell — Y,
(A) (B)

Abbildung 4.2.4: Schematische Darstellung der Modellbildung und Validierung. (A) Modell-
bildung aus unabhingigen X.,-Variablen und abhéngigen Y,-Variablen mittels PLS1-Regression.
(B) Berechnung unbekannter Y,-Daten bei Anwendung des PLS-Modells.
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Zur Beurteilung der Giite der Vorhersage wird der Fehler der Vorhersage als RMSEP (root mean
square error of prediction) als Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung der Vorhersage

berechnet.

ZY?A - Yi,pre)2
RMSEP = ||

n

Als ein weiterer Indikator dient das BestimmtheitsmaB R?, das aus der Auftragung der gemessenen
Y-Werte gegen die vorhergesagten Yy,-Werte abgelesen werden kann. R?=1 bedeuten vollstindige

Ubereinstimmung.
Grundlage der Modellbildung und Validierung

Spektren

Fiir die Erstellung der Modelle wurden nur die Fluoreszenzspektren herangezogen, die zu dem
Zeitpunkt der Offline-Probenahme aufgenommen wurden.

Obwohl ein Unterschied in den Fluoreszenzintensititen des Mediums zu Beginn der Kulti-
vierungen zu beobachten war, hat eine erste Datenanalyse gezeigt, dass die Modellbildung
basierend auf Differenzspektren keinen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse der Vorhersage
der Prozessgroflen ausiibte (Daten nicht gezeigt). Demnach wurde auf eine Auswertung auf der
Grundlage von Differenzspektren fiir das weitere Vorgehen verzichtet.

Die Intensititen des wellenldngenabhidngigen Streulichtes, das iiber zwei Neutraldichtefilter
aufgenommen wurde, lagen zum Teil in einem Bereich oberhalb der Detektionsgrenze. Diese

Werte wurden in der Auswertung daher nicht beriicksichtigt.

Hauptkomponenten

Vorversuche haben gezeigt, dass die Anzahl der Hauptkomponenten (nachfolgend PCs, principle
components genannt), die in das Modell einflieBen, entscheidend fiir die Giite der Vorhersage ist
(Daten siche Anhang). Im Allgemeinen gilt, dass ein Modell, fiir das nur wenige PCs ndtig waren,
eine bessere Korrelation zwischen Fluoreszenzdaten und der jeweiligen Prozessgrofe wider-
spiegelt. FlieBt in ein Modell eine hohe Anzahl an PCs ein, so ist die Komplexitdt des Infor-
mationsgehaltes, der fiir eine Vorhersage dieser Prozessgrofie notig ist, groB. Eine einfache
Korrelation ist nicht mehr gegeben, was die Vorhersage der Prozessgrof3e erschweren kann und die
Stabilitdt des Modells verringert.

Fiir die Modellbildung wurde die Anzahl der Hauptkomponenten abhidngig vom Modell und der
jeweiligen ProzessgroBe so gewidhlt, dass der RMSEP den kleinstmoglichsten Wert einnimmt.

Insgesamt wurde eine maximale Anzahl von 11 Hauptkomponenten zugelassen.
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Vorhersage der Prozessgrofien

Nachfolgend wurden die Verldufe der offline gewonnenen ProzessgroBen durch PLS1-Regression
aus den gewonnenen Fluoreszenzspektren bestimmt. Hiefiir wurde fiir jede ProzessgroBe ein
Modell aus drei der vier CHO-Kultivierungen erstellt. Im Anschluss erfolgte die Validierung der
Modelle durch die Vorhersage einer vierten Kultivierung. Insgesamt wurde die Kultivierung K2 am
besten vorhergesagt. Aus diesem Grund sollen im Folgenden exemplarisch die Ergebnisse der
Modellbildung aus Kultivierung K1, K3 und K4 und die Validierung der Modelle durch Vorher-
sage der Prozessgroflen der zweiten Kultivierung K2 dargestellt werden. Angaben {iber den ermit-
telten Fehler der Vorhersage in % (RMSEP), das BestimmtheitsmaB R* sowie die fiir die

Modellbildung verwendete Anzahl an PCs sind in dem jeweiligen Diagramm dargestellt.

Vorhersage der Zellzahl (lebend/tot)

Abbildung 4.2.5 zeigt die Vorhersage des zeitlichen Verlaufes der Anzahl lebender und toter Zellen
der Kultivierung K2 im Vergleich zu den offline ermittelten Konzentrationen. Dariiber hinaus ist zu
der jeweiligen ProzessgroBe durch die Auftragung der Offline-Daten gegen die vorhergesagten
Daten das Bestimmtheitsmal3 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Verlauf der Anzahl lebender und toter Zellen nur zum Teil durch
den Verlauf der vorhergesagten Daten beschrieben wurde. Die Vorhersage der Lebend-Zellzahl ist
mit einem Fehler von 11 % und die Vorhersage der Anzahl toter Zellen mit einem Fehler von 18 %
behaftet, der sich auch in dem BestimmtheitsmaB fiir die jeweilige Prozessgrofle widerspiegelte.
Ein moglicher Grund fiir die méfBige Vorhersage der jeweiligen Prozessgrofie konnte in der
Offline-Analytik der Zellzahlbestimmung liegen. Optische Verfahren, wie die lichtmikroskopische
Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer, konnen mit einem hohen Fehler
behaftet sein, da die Bestimmung der Anzahl lebender und toter Zellen visuell erfolgt und somit
subjektiv ist. Im Bereich der Anzahl toter Zellen ist die Zuordnung durch das Auftreten von
Zellfragmenten und Bruchstiicken zusitzlich erschwert. Aufgrund der hohen Fehlerstreuung wurde
der Fehler der Offline-Analytik wie folgt bestimmt: Zunéchst wurde die Standardabweichung pro
Messung (n=3) in % bestimmt. Daraus wurde ein mittlerer Fehler fiir jede der Kultivierungen
berechnet. Der Mittelwert aus den jeweiligen mittleren Fehlern der Kultivierung K1 bis K4 wird als
Fehler der Offline-Analytik angegeben. Der auf der Grundlage der gewonnenen Daten berechnete
mittlere Fehler der Offline-Analytik liegt fiir die Lebend-Zellzahl bei 8 % und fiir die Anzahl toter
Zellen bei 18 %.

Sind die Daten, die in die Modellbildung einflieBen, mit einem groBen Fehler behaftet so konnen
bei der Korrelation der Daten moglicherweise Fehlinformationen in die Modellbildung einflieBen,
die die Vorhersage der jeweiligen Prozessgrofie erschweren. Der hohe Fehler der Offline-Analytik,

der in die Modellbildung einflieBt, macht sich besonders bei der Vorhersage der Anzahl toter
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Zellen bemerkbar. Die verhdltnisméBig hohe Anzahl an Hauptkomponenten, die fiir die Vorhersage
der Lebend-Zellzahl bendtigt wurde, verdeutlicht die schlechte Korrelation zu den Fluoreszenz-
daten. Die fiir die Vorhersage der Anzahl toter Zellen verwendeter Anzahl von einer Haupt-

komponente hat bei einem Vorhersagefehler 18 % keine Aussagekraft bzgl. der Korrelation.
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Abbildung 4.2.5: Vorhersage des zeitlichen Verlaufes der Anzahl lebender (A) und toter Zellen
(B) aus den 2D-Fluoreszenzspektren der zweiten Kultivierung K2 basierend auf dem Ergebnis der
Modellbildung mittels PLS1-Regression aus K1, K3 und K4 im Vergleich zu den jeweiligen
Offline-Messwerten. Die Berechnung des BestimmheitsmaBes R ist durch die Auftragung der
Offline-Messwerte gegen die vorhergesagten Daten dem jeweils rechten Diagramm zu entnehmen.
Der Fehler der Vorhersage (RMSEP) und die Anzahl der fiir die Modellbildung verwendeten PCs
sind im linken Diagramm dargestellt.

Vorhersage der 1gG-Konzentration und LDH-Aktivitat

Abbildung 4.2.6 zeigt die Vorhersage des zeitlichen Verlaufes der IgG-Konzentration und der
LDH-AKktivitdt der Kultivierung K2 im Vergleich zu den offline ermittelten Konzentrationen.
Dartiiber hinaus ist zu der jeweiligen Prozessgrofe das Bestimmtheitsmall durch Auftragung der
Offline-Daten gegen die vorhergesagten Daten dargestellt.

Die jeweiligen Modelle beschreiben den Konzentrationsverlauf des Antikdrpers sowie des Enzyms

LDH mit einem Fehler von 6 % bzw. 4 % anndhernd genau. Die Anzahl an PCs, die in die
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Modellbildung fiir die Vorhersagen einfliefen, deutet im Falle der LDH-Aktivitét auf eine einfache
und im Fall der Antikdrperkonzentration auf eine komplexere Korrelation zu den Fluoreszenzdaten
hin. Dennoch besteht eine gute Korrelation zwischen den Offline-Daten und den vorhergesagten

Daten, die sich in einem sehr hohen Bestimmtheitsmall von 0,993 im Fall der IgG-Konzentration

und 0,984 im Fall der LDH-Aktivitit widerspiegelt.
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Abbildung 4.2.6: Vorhersage des zeitlichen Verlaufes der Antikérperkonzentration in [%] (A) und
der LDH-Aktivitdt (B) aus den 2D-Fluoreszenzspektren der zweiten Kultivierung K2 basierend auf
dem Ergebnis der Modellbildung mittels PLS1-Regression aus K1, K3 und K4 im Vergleich zu den
jeweiligen offline Messwerten. Die Berechnung des Bestimmheitsmafies R® ist durch die
Auftragung der offline Messwerte gegen die vorhergesagten Daten dem jeweils rechten Diagramm
zu entnehmen. Der Fehler der Vorhersage (RMSEP) und die Anzahl der fiir die Modellbildung
verwendeten PCs sind im linken Diagramm dargestellt.

Vorhersage der Glukose-, Laktat-, Glutamin- und Glutamatkonzentration

Abbildung 4.2.7 zeigt die Vorhersage des zeitlichen Verlaufes der Glukose- und Laktatkonzen-
trationen (A/B) sowie der Konzentration der Aminosduren Glutamin (C) und Glutamat (D) der
Kultivierung K2 im Vergleich zu den offline ermittelten Konzentrationen. Auf eine Auftragung der

Offline-Daten gegen die vorhergesagten Daten wurde an dieser Stelle verzichtet. Angaben iiber den
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Fehler der Vorhersage, das BestimmtheitsmaB3 sowie die Anzahl der fiir die Modellbildung

verwendeten PCs sind dem jeweiligen Diagramm zu entnehmen.
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Abbildung 4.2.7: Vorhersage des zeitlichen Verlaufes der Glukosekonzentration (A), der
Laktatkonzentration (B), und der Aminosduren Glutamin (C) und Glutamat (D) aus den 2D-
Fluoreszenzspektren der zweiten Kultivierung K2 basierend auf dem Ergebnis der Modellbildung
mittels PLS1-Regression aus K1, K3 und K4 im Vergleich zu den jeweiligen Offline-Messwerten.
Der Fehler der Vorhersage (RMSEP), das Bestimmtheitsmall und die Anzahl der fiir die
Modellbildung verwendeten PCs sind im Diagramm dargestellt.

Die Modelle fiir die Vorhersage der Glukose bzw. Glutaminkonzentration der Kultivierung K2
nutzt 5 bzw. 6 PCs. Obwohl der Informationsgehalt, der fiir eine Vorhersage der GroBen benétigt
wird, demnach komplex ist, liegt der mittlere Fehler der Vorhersage bei einem niedrigen Wert von
5% bzw. 4 %. Das fiir die jeweilige ProzessgroBBe verwendete Modell beschreibt die Daten des
Konzentrationsverlaufes mit groBer Genauigkeit (R* = 0,991 bzw. 0,980).

Der Verlauf der Glutamatkonzentration wird mit einem Fehler von 6 % beschrieben. Die geringe
Anzahl der fiir das Modell verwendeten PCs deutet auf eine einfache Korrelation zu den
Fluoreszenzdaten hin. Trotz geringfiigiger Abweichung im Konzentrationsverlauf zu Beginn der

Kultivierung liegt das Bestimmtheitsmal} mit einem Wert von 0,922 in einem akzeptablen Bereich.
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Das Modell zur Vorhersage der Laktatkonzentration nutzt 5 PCs und deutet demnach auf eine
komplexe Korrelation zu den Fluoreszenzdaten hin. Die Komplexitét des Informationsgehaltes und
die damit einhergehende Schwierigkeit der Vorhersage kann in diesem Fall durch den groflen
Fehler der Vorhersage von 15 % sowie dem niedrigen Bestimmtheitsma3 von 0,635 bestitigt
werden. Der Konzentrationsverlauf wird nur zum Teil durch den Verlauf der vorhergesagten Werte
beschrieben. Gegen Ende der Kultivierung, wenn die Laktatkonzentration sinkt, liegen die
Konzentrationen der Vorhersage sehr weit von den Offline-Werten entfernt. Eine genaue
Vorhersage der Laktatkonzentration ist mit diesem Modell nicht moglich.

Der Offline-Fehler der Analytik des Laktatgehaltes, berechnet auf der Grundlage der wahrend der
Kultivierungen detektierten Konzentrationen, liegt in einem Bereich von lediglich 3 %. Die mit
einem geringen Fehler behafteten Offline-Werte, sollten demnach keinen Einfluss auf die
Modellbildung ausiiben, wie es bei der Zellzahl aufgrund der verhidltnismiBig groBen Mess-
ungenauigkeit vermutet wurde. Vielmehr deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der Informations-
gehalt, der fiir eine akzeptable Vorhersage dieser Prozessgrofle notwendig wére, nicht in den

Fluoreszenzdaten enthalten ist.

Einfluss der in die Modellbildung einflieRenden Kultivierungen auf die Gute der Vorhersage
Die vier CHO-Kultivierungen aus Abschnitt 4.2.2 haben einen zum Teil sehr heterogenen
Konzentrationsverlauf einzelner Prozessgroflen aufgezeigt (vgl. Abbildung 4.2.2). Um den Einfluss
der Kultivierungsdaten auf die Modellbildung und Validierung genauer zu untersuchen, wurden
Modelle aus drei der vier Kultivierungen erstellt und jeweils eine vierte vorhergesagt. Wahrend im
vorherigen Abschnitt lediglich die Ergebnisse der Vorhersage der Kultivierung K2 dargestellt
wurden, so sind in die Ergebnisse der Vorhersage der 8 Prozessgrofien fiir alle Kultivierung K1 bis
K4 aus den jeweiligen Modellen zusammenfassend in Tabelle 4.2.2 dargestellt. Die Beurteilung der
Gite der Vorhersage erfolgte auch hier anhand des Fehlers der Vorhersage (RMSEP), des
BestimmtheitsmaBes (R*) und der Anzahl an PCs, die in die Modellbildung fiir die Vorhersage der
jeweiligen Prozessgrofe einflieBen. Fiir ein abschlieBende Beurteilung des Einsatzes der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie zur Prozessbeobachtung wurden die Mittelwerte des RMSEP, des R’
sowie der Anzahl der PCs aus den Vorhersagen aller Kultivierungen bestimmt und als MaB fiir die
Giite der Vorhersage des Kultivierungsprozesses insgesamt herangezogen.

Die Ergebnisse in Tabelle 4.2.2 zeigen, dass die Kultivierungsdaten, die in die Modellbildung
einflieBen, unabhingig von der Prozessgrofle Einfluss auf die Giite der Vorhersage ausiiben. Dies
wurde in allen Kultivierungen anhand der Unterschiede im Fehler der Vorhersage und im
Bestimmtheitsmall deutlich. Die Anzahl der PCs, die ein Modell fiir die Vorhersage nutzt, ist

abhingig von der Kultivierung und der jeweiligen Prozessgrofe, die vorhergesagt wurde.
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Abhingig von den Daten, die in die Modellbildung einflieBen, besteht demnach eine gute oder
schlechte Korrelation der Fluoreszenzdaten zu den offline detektierten Prozessgroflen. Dies lésst
vermuten, dass bei einer bestimmten Kombination von Spektren die Abhéngigkeit zwischen
Fluoreszenz und der jeweiligen Prozessgrofle, nicht wiedergegeben wird und die Spektren-
kombination demnach nicht reprisentativ ist.

Die Heterogenitiat in den Konzentrationsverldufen der Lebend-Zellzahl und der Glukose (vgl.
Abbildung 4.2.2 A und E) spielt scheinbar eine untergeordnete Rolle. Grofle Unterschiede in der
Gite der Vorhersage wurden auch bei der Vorhersage der IgG-Konzentration beobachtet, obwohl
im Rahmen der Messungenauigkeit ein &dhnlicher Konzentrationsverlauf fiir alle vier
Kultivierungen beobachtet wurde (vgl. Abbildung 4.2.2 C). Unterschiedliche Verldaufe in der
Fluoreszenzintensitidt der Kultivierungen und die Messungenauigkeit der Methode selbst haben
vermutlich Einfluss auf die Vorhersage.

Trotz der zum Teil hohen Unterschiede in der Giite der Vorhersage der Prozessgroflen zeigen die
Ergebnisse deutlich, dass unabhédngig von den Kultivierungsdaten, die in die Modellbildung
einflieBen, bestimmte ProzessgroBen gut und andere weniger gut vorgesagt wurden. Im Mittel ist
eine gute Vorhersage der Prozessgrofen IgG, LDH, Glukose, Glutamin und Glutamat mit einem
kleinen Fehler von 6-8 % und einem akzeptablen BestimmtheitsmaB3 moglich. Die beste
Korrelation zur Fluoreszenz, verdeutlicht an der Anzahl von 2-3 PCs, ist bei der LDH-Aktivitidt und
der Glukosekonzentration zu beobachten.

Die Anzahl der lebenden Zellen konnte mit einem mittleren Fehler von 11 % und einem
Bestimmtheitsmal3 von 0,662 nicht genau vorhergesagt werden. Die hohe Anzahl von 8 PCs steht
fiir eine vermutlich schlechte Korrelation zu den Fluoreszenzdaten. Mit einem mittleren Fehler der
Vorhersage von 23 % ist die Anzahl toter Zellen, vermutlich aufgrund des hohen Fehlers der
Offline-Analytik, am schlechtesten vorherzusagen. Der Fehler der Vorhersage der Laktatkon-
zentration ist mit einem Wert von 17 % ebenfalls groB3. Die hohe Anzahl an PCs verdeutlicht die
komplexe Korrelation zu den Fluoreszenzdaten. Eine gute Vorhersage dieser 3 Grdoflen war

demnach nicht moglich.



Tabelle 4.2.2: Ubersicht iiber die Giite der Vorhersage der jeweiligen Prozessgréfen der Kultivierungen K1- K4, unter der Anwendung der
Modelle aus je drei der vier Kultivierungen. Die Beurteilung erfolgte anhand des Fehlers der Vorhersage (RMSEP), des Bestimmtheitsmafes R
und der Anzahl an Hauptkomponenten (PCs), die das jeweilige Modell fiir eine Vorhersage nutz (n. b.: nicht bestimmt).

Vorhersage von

K1 K2 K3 K4 Mittelwert
ProzessgroBen RI\[/{Z}EP R* PCs RI\[/{)Z}EP R’ PCs Rl\[/{)ZiEP R* PCs RI\[/{%EP R® PCs |R I\fl;) I]EP R’ PCs
Lebende Zellen 8,5 0,888 8 11 0,817 11 10 0,659 10 15 0,089 1 11 0,662 8
Tote Zellen 30 0,841 5 18 0,688 1 21 0,771 2 25 0,771 1 23 0,768 2
IgG 12 0,968 2 6 0,993 5 13 0,962 5 0,998 4 8,5 0980 4
LDH-Aktivitit nb. nb. nb.| 4 0,984 2 9 0,970 2 0,950 2 6,6 0,967 2
Glukose 13,5 0,968 2 5 0,991 5 0,980 2 9 0991 4 8,8 0,982 3
Laktat 22 0,551 8 14,5 0,635 5 13 0,731 8 19 0,788 4 17 0,676 6
Glutamin 11 0,880 7 0,978 6 4 0,985 4 8 0,931 6 6,7 0925 6
Glutamat 11 0,780 2 6 0922 2 0,911 10 11 0,857 5 87 0867 5

9¢




Experimenteller Teil 57

Im Rahmen der Datenvorverarbeitung wurden in weiteren Versuchen verschiedene Methoden
getestet, um die Vorhersage der ProzessgroBen, im speziellen die Vorhersage der Zellzahl
(lebend/tot) sowie der Laktatkonzentration, zu verbessern. Um den Einfluss kleiner Anderungen in
der Fluoreszenzverldufen einzelner Wellenldngenkombinationen im Vergleich zu groflen
Anderungen bei der Auswertung stirker zu wichten, wurden die Daten der Fluoreszenzspektren vor
der Modellbildung skaliert. Auf diese Weise kénnen kleine Anderungen in Messwerten besser
beriicksichtigt werden. Dariiber hinaus wurde eine Normierung der Spektren durchgefiihrt, d.h. der
Wertebereich einer bestimmten Variablen wird auf einen bestimmten Bereich transformiert, um die
Daten vergleichbar zumachen.

Im Anschluss wurden diese verdnderten Datensétze fiir eine Modellbildung aus drei der vier CHO-
Kultivierung und der Vorhersage der jeweils vierten Kultivierung verwendet. Die Ergebnisse haben
gezeigt, dass weder eine Skalierung noch eine Normierung der Fluoreszenzdaten im Vorfeld der

Modellbildung zu einer besseren Vorhersage der jeweiligen Prozessgrofen gefiihrt hat (Daten nicht

gezeigt).

Fazit

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass durch die Erstellung von PLS1-Modellen fast alle der
ProzessgroBBen mit einem tolerierbaren Fehler aus den 2D-Fluoreszenzspektren vorhergesagt
werden konnten. Hierbei hat sich herausgestellt, dass wichtige Prozessgrof3en wie das Zielprodukt
(IgG) und die fiir den Zellstoffwechsel wichtige Energielieferanten Glukose und Glutamin neben
der LDH-AKktivitdt im Medium sowie der Aminosdure Glutamat mit hoher Genauigkeit durch die
jeweiligen Modelle beschrieben wurden. Dariiber hinaus wurde eine gute Korrelation der Offline-
Daten auch im Bereich niedriger Konzentrationen beobachtet, sodass es zu jedem Zeitpunkt der
Kultivierung moglich ist, einen Wert der entsprechenden Prozessgrofie zu erhalten. Abhéngig von
den Kultivierungsdaten, die einen zum Teil sehr heterogen Verlauf aufzeigten, wurden
Unterschiede in der Giite der Vorhersage einzelner Prozessgrofie beobachtet. Um die Stabilitét der
Modelle zukiinftig zu erhohen, miissten weitere Kultivierungsldufe in die Modellbildung
einflieBen. Hierbei konnte eine mehrmalige Probenahme sinnvoll sein. Sind die enthaltenen
Informationen relevant, so wiirde ein groBerer Datensatz bzw. eine groere Menge an
Informationen, die in die Modelle einflie3en, eine hohere Giite in der Vorhersage gewéhrleisten.

Es konnte gezeigt werden, dass Anderungen im Konzentrationsverlauf verschiedener Prozess-
groflen in der batch-Kultivierung, unter Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektroskopie zeitnah und
nicht-invasiv bestimmt werden konnen, sodass eine effektive Prozessiiberwachung mit dieser
Methode unter den gewihlten Bedingungen (Medium, Zelllinie, Kulturbedingungen) fiir die

genannten Prozessgroflen moglich ist.
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Eine gute Vorhersage der ProzessgroBen Zellzahl (lebend/tot) und Laktat war unter den gegebenen
Bedingungen nicht moglich. Eine genaue Ursache fiir die schlechte Vorhersage ist nicht zu
ermitteln. Im Fall der Zellzahl ist zu vermuten, dass die Ungenauigkeit in der Vorhersage aus den
in die Modellbildung einflieBenden Offline-Daten resultiert, die mit einem hohen Fehler behaftet
waren. Die hohe Anzahl an Hauptkomponenten bei der Vorhersage der Lebend-Zellzahl deutete
zusitzlich auf eine komplexe Korrelation zu den Fluoreszenzdaten hin. Informationen, die aus den
Anteilen des Streulichtes resultieren, kdnnten unter Einbeziehung in die Modellbildung, moglicher-
weise zu einer Verbesserung der Vorhersage der Lebend-Zellzahl fiihren. Dies war im Rahmen
dieser Versuche nicht mdglich. Trotz zuvor optimierter Signalverstirkung lagen die Intensitdten
des Streulichtes in einigen Kultivierungen zum Teil oberhalb der Detektionsgrenze, was auf die
Heterogenitit der beobachteten Medienzusammensetzung zuriickgefithrt werden kann. Fiir eine
Uberpriifung miissten weitere Kultivierungen mit verinderter Verstirkung des Messsignals in dem
Bereich durchgefiihrt werden.

Obwohl die Offline-Daten der Laktatkonzentration, die fiir die Modellbildung genutzt wurden, mit
einem geringen Offline-Fehler von 3 % behaftet waren, ist die Vorhersage dieser Grofle mit einem
mittleren Fehler von 23 % ungenau. Es ist zu vermuten, dass der genaue Informationsgehalt fiir die
Vorhersage des Verlaufes der Laktatkonzentration nicht in den Fluoreszenzdaten enthalten ist. Eine
Verbesserung der Vorhersage konnte erzielt werden, wenn fiir die Beschreibung des Verlaufes
zwei Modelle herangezogen werden wiirden. Ein Modell wiirde den Anstieg der Laktat-
konzentration beschreiben, das zweite Modell den Abfall der Konzentration. Auf diese Weise wire
unter Umstidnden eine bessere Vorhersage moglich. Dies wire in weiterfilhrenden Versuchen zu
tiberpriifen. Dariiber hinaus konnte die Anwendung von neuronalen Netzen zur Verbesserung der

Vorhersage der Laktatkonzentration fithren.
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4.3. Proteinanalytik in Zellkulturtberstanden

Im Rahmen dieser Arbeit stellte sich die Aufgabe, eine geeignete Analysenmethode fiir die in
Zellkulturmedium enthaltenen Proteine und den von den Hybridom-Zellen produzierten Antikorper
zu finden, um angewandt an einem Produktions- bzw. einen Aufreinigungsprozess des Antikorpers,
die Konzentrationsverldufe der jeweiligen Komponente zu detektieren. Im Hinblick auf eine
mdgliche Sensor-Prozess-Kopplung fiir die Online-Uberwachung sollten hierfiir Methoden mit
instrumenteller Analytik wie HPLC Anwendung finden, die eine einfache Ankopplung an den
jeweiligen Prozess ermoglichen. Die angewandte Analytik sollte dabei eine direkte Konzen-
trationsbestimmung aus Zellkulturiiberstinden ohne zeitaufwendige Vorbehandlung der Proben
ermdglichen.

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte mit verschiedenen Modell-Proteinen. Humaninsulin und
Humantransferrin sind Proteine, die héufig in serumfreien Zellkulturmedien enthalten sind und
Bestandteil des bei der Hybridom-Kultivierung verwendeten Gibco™ Hybriodma-SFM (Invitro-
gen, Karlsruhe) sind. Aus diesem Grund wurden diese Proteine als Modell-Proteine fiir die
Versuche ausgewihlt. Als Antikorperstandard wurden ein polyklonaler, humaner Antikorper (IVIg:
intravendses Immunglobulin) und ein selbst hergestellter Standard des von der Hybridom-Zellen
produzierten monoklonalen Maus IgG; Antikdrpers eingesetzt, der im Rahmen dieser Arbeit aus
Kulturiiberstinden aufgereinigt, aufkonzentriert und auf seine Aktivitdt hin (Wechselwirkung mit
dem Antigen) untersucht wurde (Durchfithrung siche Anhang 6.4.10). Ndhere Angaben zu den
Modell-Proteinen sind dem Anhang 6.3 zu entnehmen.

Im Hinblick auf die Aufgabenstellung wurden unterschiedliche Analysenmethoden untersucht.
Nachfolgend soll anhand erster Versuche eine Einschitzung hinsichtlich der Anwendbarkeit der

jeweiligen Analysenmethode dargestellt werden.

4.3.1. Reversed-phase-Chromatographie

Als erste Analysenmethode wurde die reversed-phase-Chromatographie (RPC) getestet, bei der
eine hydrophobe Wechselwirkung der Analyten mit den unpolaren Gruppen der stationéren Phase
im polaren wéssrigen Losungsmittel stattfindet. Die Elution erfolgt mit Hilfe eines unpolaren
organischen Losungsmittels, zumeist Acetonitril, das mit den adsorbierten Molekiilen um die
Bindungsstelle konkurriert. [26] Als Triagermaterialien kommen vorwiegend Kieselgele zum
Einsatz, die mit Alkylresten in der Lange von C2 bis C18 substituiert wurden. Der hydrophobe
Charakter der stationdren Phase steigt mit der Lénge der Alkylgruppen. Fiir die Trennung von
grofleren, hydrophoben Proteinen wie Antikdrpern werden C4 und C8-Sdulen bevorzugt. Die

verwendeten Partikel (GroBe 3,5-5 pm), sollten eine PorengroBen > 300 A aufweisen, um eine
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addquate Kapazitdt, Wiederfindungsrate und hohe Flussraten bei einem niedrigen Druckabfall zu
gewihrleisten. [190, 191]

In Anlehnung an die Versuche von Dillen et al. wurde fiir die genannte Trennaufgabe eine
ZORBAX 300SB-C8 Sidule (PartikelgroBe: 5 um; Séulendimension: 2,1 x 75 mm) der Firma
Agilent Technologies (Boblingen) verwendet. [191]

Zunichst wurde die Wechselwirkung des monoklonalen Maus IgG; Antikdrpers mit dem Triger-
material untersucht. Fiir die Versuche wurde exemplarisch eine Konzentration von 0,5 mg/ml
eingesetzt. Als Losungsmittel wurde ein Acetonitril/Wasser-Gemisch verwendet. Acetonitril
(ACN) ist das gebrduchlichste Losungsmittel fir die RPC. Als lonenpaarungsreagenz, wurde
Trifluoressigsdure (TFA) eingesetzt. Aufgrund der geringen Sdulendimension wurde ein Proben-
volumen von 10 ul gewdhlt. Die Versuche wurden zunichst bei einer Temperatur von 45 °C
durchgefiihrt. In ersten Versuchen wurden verschiedene Flussraten (max. 2 ml/min) und
Losemittelgradienten getestet, um einen moglichst scharfen Antikorperpeak zu erhalten. Um die
Auflosung bei einer Flussrate von 2 ml/min zu steigern wurden zusétzlich Versuche bei einer
Temperatur 70 °C durchgefiihrt. Die ZORBAX-Saule ist speziell fiir die Anwendung in hohen
Temperaturbereichen entwickelt worden, ohne, dass die Stabilitdt der stationdren Phase durch hohe
Temperaturen beeintrachtigt wird (Herstellerangaben).

Die besten Ergebnisse wurden bei einer Flussrate von 2 ml/min unter den in Tabelle 4.3.1
dargestellten Bedingungen erzielt. Abbildung 4.3.1 zeigt den Temperatureinfluss auf die Wechsel-

wirkung des Antikorpers mit der stationdren Phase unter den gewéhlten Bedingungen.

Tabelle 4.3.1: Losemittelgradient fiir die reversed-phase-Analytik des Antikorpers. Flussrate
2 ml/min; Temperatur 70 °C. TFA: Trifluoressigsdure; ACN: Acetonitril.

Solvent A Solvent B
Zeit [min] ddH,O + 90 % ACN +
0,11% TFA (v/v) 0,09 % TFA (v/v)
0 80 20
20 40 60
22 10 90
27 10 90
29 80 20

35 80 20
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Abbildung 4.3.1.: Einfluss der Temperatur auf die reversed-phase-Chromatographie von
monoklonalem Maus IgG;. Saule: ZORBAX SB300-C8; Temp. 45°C und 70 °C;
Probenkonzentration: 0,5 mg/ml; Injektionsvolumen: 10 ul; Solvent A: ddH,O + 0,1 % Trifluor-
essigsdure (TFA (v/v)), Solvent B: 90 % Acetonitril + 0,09 % TFA. Linearer Gradient: A von 80 %
auf 40 % in 20 min.

Die Ergebnisse der Antikdrperwechselwirkung mit der hydrophoben stationdren Phase bei 45°C
zeigen, dass die Elution des Antikorpers unter den gewéhlten Bedingungen nach einer Reten-
tionszeit von 11 min mit einer zunichst guten Peakauflosung eintritt. Mit steigendem Acetonitril-
anteil wurde eine Peakdeformation beobachtet. Es scheint, dass der Antikorper unterschiedlich
stark mit dem S&ulenmaterial wechselwirkt, sodass keine einheitliche Elution erfolgte. Eine
Erhohung der Temperatur auf 70 °C fiihrte zu einer minimalen Abnahme der Retentionszeit und zu
einer verbesserten Peakauflosung. Dies deutet daraufhin, dass bei héheren Temperaturen die
Elution des Antikorpers verstarkt wird. Es wird vermutet, dass die Temperatur eine Verdnderung
der Proteinstruktur hervorruft, und auf diese Weise die hydrophobische Wechselwirkung
beeinflusst wird. [191]

In weiteren Versuchen wurde die Anwendung der RPC auf die Proteine Insulin und Transferrin
und des polyklonalen, humanen Antikérper (IVIg) unter identischen Versuchsbedingungen
untersucht, um im Hinblick auf die Trennaufgabe eine erste Einschétzung zu erhalten. Die Proteine
wurden einzeln unter den oben genannten Bedingungen bei 70 °C vermessen. Abbildung 4.3.2
zeigt das Ergebnis der RPC-Messung der drei Proteine. Zum Vergleich wurden eine Messung mit
einer Probe aus Zellkulturiiberstand einer Hybridom-Kultivierung, sowie eine Messung des
monoklonalen, murinen Antikdrpers, in der Abbildung dargestellt. Folgende Proteinkonzen-
trationen wurden verwendet: Insulin/Transferrin 1 mg/ml, monoklonaler/polyklonaler Antikorper

0,5 mg/ml in ddH,O.
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Abbildung 4.3.2: Wechselwirkung verschiedener Proteine mit der reversed-phase-Saule. Saule:
ZORBAX SB300-C8; Proteine: Insulin/ Transferrin (1 mg/ml), monoklonaler IgG (murin,
0,5 mg/ml), polyklonaler IgG (human, 0,5 mg/ml); Kulturiiberstand: SFM-Medium; Temp. 70 °C;
Flussrate: 2 ml/min; Injektionsvolumen: 10 pl; Solvent A: ddH20 + 0,1 % (v/v) TFA; Solvent B:
90 % ACN + 0,09 % (v/v) TFA. Gradient: A von 80 % auf 40 % in 20 min.

Das Ergebnis zeigte ein unterschiedliches Elutionsverhalten von Transferrin und Insulin. Wahrend
der Transferrinpeak eine hohe Peakschirfe aufwies, zeigte der Insulinpeak unter den gewédhlten
Elutionsbedingungen, ein starkes Peaktailing. Dies demonstriert die starke Wechselwirkung der
Proteine mit der stationdren Phase unter den gegebenen Bedingungen. Im Vergleich zu Insulin
erfolgte die Retention des Transferrins deutlich spiter als die des Insulins. Dennoch deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass eine Trennung der drei Proteine unter den gewéhlten Bedingung nicht
moglich ist, da die Retentionszeit des Transferrins nahe der des monoklonalen IgGs liegt.

Eine Elution des polyklonalen Antikérpers unter den Elutionsbedingungen war nicht moglich. Es
ist kein Elutionspeak zu erkennen. Dies ldsst vermuten, dass die verschiednen Isotypen des IgGs,
aus denen sich der polyklonale Antikdrper zusammensetzt, eine sehr starke hydrophobe
Wechselwirkung eingehen, sodass auch bei einem Anteil von 80 % ACN keine Elution stattfinden
konnte. Neben der unzureichenden Trennung der Proteine Transferrin und IgG zeigen die
Ergebnisse, dass die Absorptionsmaxima der Proteine, abhéngig von der Peakschérfe, trotz einem
fiir die Analytik gewéhlten hohen Konzentrationsbereich, in einem sehr niedrigen Absorptions-
bereich von 40-100 mAU liegen. Die Proteinkonzentrationen in den Realproben (Insulin ca.
20 ug/ml; Transferrin ca. 20 pg/ml; Maus IgG; 5-8 ug/ml) weisen deutlich niedrigere Konzen-
trationen auf, als fiir diese Versuche verwendet wurden. Eine Konzentrationsbestimmung der
Proteine im Kulturiiberstand war nicht moéglich, da die Proteinkonzentrationen unterhalb der

Detektionsgrenze lagen (vgl. Abbildung 4.3.2).
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Fiir eine Detektion der Einzelproteine im Zellkulturiiberstand, bei einer Kultivierung bzw. bei einer
Aufreinigung, ist die RPC-Methode, unter den genannten Bedingungen, demnach nicht geeignet.

Im Allgemeinen ist der Erfolg einer RPC von zahlreichen Faktoren abhéngt, die eine Optimierung
der Analysenmethode erschweren. Faktoren, die bei der Wechselwirkung der Proteine mit der
hydrophoben stationdren Phase Einfluss nehmen, sind z. B. die Polaritit des Losungsmittels, die
Art und Konzentration des Ionenpaarungsreagenz, die Temperatur und der pH-Wert. [191, 192]
Dariiber hinaus spielen die Hydrophobizitidt des Proteins sowie die Proteinstruktur, die sich unter
dem Einfluss verschiedner Faktoren dndern kann, eine entscheidende Rolle. Aufgrund dieser
zahlreichen Einfliisse ist die Optimierung dieser Analytik sehr zeitaufwendig. Nachfolgend sollten
demnach andere Analyseverfahren flir die gestellte Trennaufgabe getestet werden, bei denen die

Wechselwirkungen zwischen Proteinen und stationdrer Phase weniger komplex ist.

4.3.2. GroRenausschlusschromatographie

Im Vergleich zu den Proteinen Insulin und Transferrin besitzen IgG-Molekiile ein groBes
Molekulargewicht von ca. 150 kDa. Transferrin weist ein Molekulargewicht von ca. 80 kDa auf
wihrend Insulin mit einem Molekulargewicht von ca. 6 kDa am kleinsten ist. Vor diesem
Hintergrund sollte eine Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht moglich sein. Die
Ausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC) trennt geloste Molekiile nach
ihrer Grofle (Molekulargewicht). Die Trennung basiert auf der unterschiedlichen Permeation der
Analyten in ein pordses Trigermaterial (Gelmatrix) bestimmter Porengrofe. Kleinere Molekiile
dringen ungehindert in die Poren des Tragermaterials ein, wéhrend groflere Molekiile direkt
zusammen mit der Losemittelfront eluiert werden. Kleine Komponenten haben demnach die
langere Aufenthaltsdauer und werden zuletzt eluiert. [26] Da die Trennleistung hautséchlich {iber
die Beschaffenheit der Gelmatrix bestimmt wird, sind die Faktoren, die die Trennung beeinflussen
konnen, im Vergleich zur RPC gering. [107]

Die hier verwendete Chromatographiesiule ist eine Proteema SEC-Siule der Firma PSS (Mainz)
die fiir die Aufreinigung/Analytik von Proteinen aus wéssriger Losung Anwendung findet. Die
stationdre Phase der Sédule besteht aus modifiziertem Silica mit einer Partikelgréfe von 5 um und
einer Porositdt von 300 A. Entsprechend dieser Eigenschaften liegt der Trennbereich zwischen 1
und 1.200 kDa. Aufgrund der unterschiedlichen Molekiilmassen der drei Modell-Proteine sollte
nach Herstellerangaben eine Trennung der Proteine moglich sein.

Um ionische Wechselwirkungen zwischen Analyt und Matrix zu unterdriicken, und um keine
hydrophoben Wechselwirkungen zu initiieren, wurde als wéssriges Solvent ein 34 mM
Phosphatpuffer (pH-Wert 6,6) mit einer Ionenstéirke von 0,3 M NaCl verwendet. Das Auftrags-
volumen (100 pl) wurde in Relation zur Sdulendimension so gewéhlt, dass eine gute Auflosung der

Trennung erzielt werden konnte. Eine Flussrate von 1 ml/min fiihrte zu einer akzeptablen
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Bandenbereite bzw. Peakauflosung. Im Hinblick auf die Viskositit von Zellkulturmedien konnte
die Auflésung durch eine Erhohung der Temperatur auf 30 °C zusitzlich verbessert werden.

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Trennleistung der SEC fiir die einzelnen Proteine, unter den
genannten Bedingungen, dargestellt. Abbildung 4.3.3 zeigt die Retentionszeiten der Proteine
Insulin und Transferrin (1 mg/ml), der monoklonalen und polyklonalen Antikdérper (1 mg/ml;
0,5 mg/ml), sowie einer Realprobe aus Zellkulturiiberstand (Insulin ca. 20 pg/ml; Transferrin ca.

20 pg/ml; Maus IgG, ca. 5-8 pug/ml).
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Abbildung 4.3.3: Trennleistung der SEC-Séule fiir verschiedener Proteine. Sdule: PSS Proteema-
SEC, 300A; Proteine: Insulin/ Transferrin (1 mg/ml), monoklonaler IgG (murin, 1 mg/ml),
polyklonaler IgG (human, 0,5 mg/ml); Kulturiiberstand: SFM-Medium; Temp. 35 °C; Flussrate:
1 ml/min; Injektionsvolumen: 100 pl; Solvent: 34 mM Kaliumphosphat + 0,3 M NacCl, pH 6,6.

Das Kulturmedium enthdlt unbekannte Bestandteile, die jedoch aufgrund ihres anscheinend
geringern Molekulargewichtes, eine ldngere Retentionszeit als die anderen Proteine aufweisen.
Eine Ausnahme ist das Insulin, das als kleinstes Molekiil der drei Modell-Proteine, ebenfalls nach
einer Retentionszeit von ca. 12 min eluiert. Als Protein im Kulturmedium wiirde die Elution jedoch
zeitgleich zu unbekannten Medienbestandteilen erfolgen und demnach {iberlagert werden. Die
niedrige Adsorptionsintensitét deutet auf eine schlechte Kompatibilitit mit der mobilen Phase hin.
Dariiber hinaus ist die Trennung des Transferrins vom Antikdrper (monoklonal/ polyklonal) unter
den gewihlten Bedingungen nicht moglich, da die Retentionszeiten, trotz der groen Differenz im
Molekulargewicht (70 kD), sehr nah beieinander liegen. Neben der unzureichenden Trennung der
Proteine haben die Ergebnisse gezeigt, dass eine Konzentrationsbestimmung der Proteine unter
Realbedingungen nicht moglich ist, da die Proteinkonzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze

lagen. Eine SEC-Analytik ist aufgrund der niedrigen Proteinkonzentrationen und der schlechten
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Trennleistung fiir die simultane Detektion der Proteine im Zellkulturiiberstand wihrend einer

Kultivierung bzw. einer Aufreinigung demnach nicht geeignet.

4.3.3.  High performance monolithic disk-Chromatographie (HPMDC)

Eine gute Alternative zur herkdmmlichen S#ulenchromatographie ist die HPMDC, die in
zahlreichen Bereichen der Proteinanalytik und Aufreinigung Anwendung findet (siche Grundlagen
Kapitel 3.3.3). Sie bietet insbesondere den Vorteil kurzer Analysenzeiten. Die in Form von
sogenannten CIM®Disks (convective interaction media) erhiltlichen Chromatographiematerialien
der Firma BIA Separations (Ljubljana, Slowenien), die mit unterschiedlichen Funktionalitdten zur
Verfligung stehen, werden in einem dafiir vorgesehenen CIM-Gehiuse platziert und kénnen so an
die HPLC-Anlage angeschlossen werden. Dariiber hinaus ist die Anwendung in einer priaparativen
HPLC moglich. Auf diese Weise kann das Auftragsvolumen der Probe beliebig hoch gewaihlt
werden. Somit sollte auch die Detektion niedriger Proteinkonzentrationen im Kulturiiberstand
moglich sein.

Im Hinblick auf die simultane Detektion verschiedener Medienproteine wurde die sogenannte
conjoint liquid chromatography (CLC) Methode getestet. Durch die Kombination von Disks
unterschiedlicher Funktionalitdt in einer Vorrichtung vereint diese Methode verschiedene
chromatographische Schritte in einem. Die CLC-Methode wurde erstmals von Josic et al. (1998)
angewandt. [193] Fiir die bestehende Trennaufgabe wurde eine Kombination aus Anionen-
austausch- und Protein G Affinititschromatographie gewihlt. Angesichts der niedrigen pl-Werte
(isoelektrischer Punkt) von Insulin (5,3) und Transferrin (5,4) sollte eine Bindung der Proteine bei
einem pH-Wert von ca. 7 (pH-Wert des Kulturmediums) an einen Anionenaustauscher moglich
sein. Bei einem pH-Wert oberhalb des pl-Wertes sind die beiden Proteine negativ geladen, sodass
eine Bindung an dem positiv geladenen Anionenaustauscher (QA-Disks, quartires Ammonium)
moglich ist. Protein G, ein bakterielles Zellwandprotein, das von Streptokokken produziert wird,
bindet an die konstante Fc-Region von vielen Sduger-Immunglobulinen der IgG-Klasse und findet
daher Anwendung in der Antikorperanalytik und -aufreinigung. [148, 150, 155]

Die Kombination dieser Funktionalitidten (zwei Disk (Protein G/ QA) in einem Gehéduse) sollte
unter optimierten Bedingungen eine zeitgleiche Bindung der Proteine an der jeweiligen
Funktionalitdt gewéhrleisten. Die Anordnung der Disks wurde so gewihlt, das die Proteine

zunéchst die Protein G-Disk und im Anschluss die QA-Disk passieren sollten.
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Abbildung 4.3.4: Prinzip der CLC-Methode fiir die simultane Proteinbestimmung.

Auf diese Weise sollte der Antikorper selektiv an der Protein G-Disk binden, wiahrend Insulin und
Transferrin eine Wechselwirkung mit der QA-Disk eingehen sollten (vgl. Abbildung 4.3.4). Die
abschlieBende Trennung der Proteine Insulin und Transferrin sollte iiber eine Anderung der
Salzkonzentration und die Elution des Antikdrpers im Anschluss iiber eine Anderung des pH-

Wertes erfolgen.

Herstellung der Protein G-Disk

Zunichst erfolgte die Herstellung der Affinititsdisk. Hiefiir wurde Protein G an einer CIM*Epoxy-
Disk (Bettvolumen: 0,34 ml) immobilisiert (Durchfiihrung siehe Anhang 6.4.11). Aufgrund der
hohen Reaktivitit der Epoxygruppen auf der Diskoberfliche kann eine direkte Kopplung der
Epoxygruppen mit den Aminogruppen des Proteins erfolgen. Anhand einer Konzentrations-
bestimmung des Protein G Gehaltes (UV-Messung bei 280 nm) vor und nach der Immobilisierung,
konnte gezeigt werden, dass insgesamt 0,27 mg Protein G an der Disk gebunden wurden.

Die fertige Protein G-Disk wurde im Anschluss auf ihre Bindungseigenschaft iiberpriift. Als
Modell-Antikdrper wurde der polyklonale IVIg getestet (nachfolgend IgG genannt). Die Protein G-
Disk, platziert in dem dafiir vorgesehenen Gehéuse, wurde an eine préiparative HPLC angeschlos-
sen. Exemplarisch erfolgte die Bestimmung der Bindungskapazitit bei einer Flussrate von
4 ml/min mit einer Antikdrperkonzentration von 0,5 mg/ml. Nach der Aquilibrierung der Disk mit
Bindungspuffer wurde diese bis zum Durchbruch mit der Antikdrperlosung beladen. Nach dem
Spiilen der Membran mit Waschpuffer wurde der gebundene Antikdrper mit Elutionspuffer eluiert
und fraktioniert aufgefangen. Es erfolgte eine Konzentrationsbestimmung des Antikorpers in der
Elution iiber eine UV-Messung bei 280 nm. Die Bindungskapazitéit entspricht der in der Elution
detektierten Menge Antikorper pro Disk. Die Bindungskapazitit der Protein G-Disk unter den
gegebenen Bedingungen betrug ca. 0,7 mg pro Disk.
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Durchfiihrung der praparativen HPLC

Um eine erste Einschitzung der Proteinbindung an der jeweiligen Disk zu erhalten, wurden fiir
nachfolgende Versuche zunéchst Proteinlosungen in Bindungspuffer hergestellt. Die Beladung der
Disks und die Elution der Proteine wurden in allen Versuchen bei Raumtemperatur und einer
Flussrate von 4 ml/min durchgefiihrt, um eine moglichst kurze Analysenzeit zu gewihrleisten. Ein
Probevolumen von 3 ml wurde injiziert. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenldnge von 280 nm
mit einem UV-Detektor. Dariiber hinaus wurde wihrend der Versuche die Anderung der
Leitfahigkeit verfolgt. Angaben zu den jeweils verwendetet Bindungs-, Elutions- und
Waschpuffern befinden sich im Anhang 6.4.12. Puffer und Proteinlésungen wurden vor der
Anwendung filtriert. Zusétzlich wurden die verwendeten Puffer im Ultraschallbad entgast. Nach

jedem Versuch erfolgte die Regeneration der Disk nach der Vorschrift von Branovic et al.. [148]

Bindung von Insulin und Transferrin an der QA-Disk

Fiir die Bindung von Insulin und Transferrin wurde eine CIM®QA-Disk (Bettvolumen: 0,34 ml)
verwendet. Diese wurde in einem CIM-Gehéduse platziert und an die pridparative HPLC
angeschlossen. Fiir die Aquilibrierung der Disk wurde ein Bindungspuffer mit niedriger
Salzkonzentration gewéhlt. Der pH-Wert des Bindungspuffers sollte in einem pH-Bereich liegen,
wie er fiir Zellkulturmedien iiblich ist. Fiir die Aquilibrierung der Disk wurde demnach ein 20 mM
Tris-Puffer, pH 7 gewihlt. Nach der Aquilibrierung mit Bindungspuffer erfolgte die Bindung von
Insulin und Transferrin an der Disk. Es wurden exemplarisch Konzentrationen von 0,2 mg/ml
Insulin und Transferrin eingesetzt. Aufgrund der niedrigen pl-Werte der beiden Proteine konnte
unter den gewdhlten Bedingungen (Proteinkonzentration, Salzkonzentration und pH-Wert) eine
vollstdndige Bindung der Proteine erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Die Elution der Proteine
wurde mit einem Puffer hoher Salzkonzentration durchgefiihrt. Hierfiir wurde der Bindungspuffer
mit 1 M NaCl versetzt. In ersten Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Proteine eluiert
werden konnten, eine Trennung unter den gegeben Voraussetzungen aber nicht moglich war. Dies
ist vermutlich auf die sehr &hnlichen PI-Werte der beiden Proteine zuriickzufiihren, aufgrund derer
die Wechselwirkung mit dem Adsorbermaterial sehr dhnlich zu sein scheint. Um eine Trennung der
Proteine in der Elution zu gewéhrleisten wurden unterschiedliche Gradienten getestet. Die beste
Trennleistung wurde mit einem Stufengradienten erzielt, bei der die Elution des Transferrins
zwischen 0 und 0,1 M und die Elution des Insulins zwischen 0,1 M und 1 M NaCl in Bindungs-
puffer erfolgte. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.3.5 dargestellt.
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Abbildung 4.3.5: Trennung von Transferrin und Insulin mittels CIM®*QA-Disk. Injektionsvolumen
3 ml; Konzentration der Proteine 0,2 mg/ml in Bindungspuffer, (A) ohne Gradient (B) mit
Gradient; Eluent: A: 20 mM Tris-HCI (pH 7; 2,5 mS/cm), B: 20 mM Tris-HCI + 1 M NacCl (pH 7,
120 mS/cm); Gradient: Eluent B: 0 = 10 % = 100 %.
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Trennung von Insulin, Transferrin und 1gG in Bindungspuffer

Basierend auf den Ergebnissen der Trennung von Insulin und Transferrin sollte nachfolgend die
Trennung von Insulin, Transferrin und IgG anhand der CLC-Methode (vgl. Abbildung 4.3.4)
getestet werden. Die ,,Sdule®, bestehend aus einer Protein G-Disk und einer QA-Disk, wurde an die
prirarative  HPLC angeschlossen. Die Aquilibrierung der Disks erfolgte mit demselben
Bindungspuffer wie er zuvor fiir die QA-Disk verwendet wurde. Fiir die nachfolgende Trenn-
aufgabe wurde eine Proteinlosung aus 0,2 mg/ml Insulin, Transferrin und 0,25 mg/ml IgG
eingesetzt. In Vorversuchen wurde gezeigt, dass der Trenneffekt groBer ist, wenn die Proteinldsung
zunéchst die Protein G-Disk und anschlieend die QA-Disk durchflief3t. Da die Protein G-Disk den
Antikorper in dem gewdhlten Konzentrationsbereich vollstindig bindet, ist eine anionische
Wechselwirkung mit der QA-Disk auf diese Weise ausgeschlossen.

Die Elution erfolgte iiber einen Zweistufengradienten. Zunidchst wurden Transferrin und Insulin
iiber den zuvor beschrieben Salzgradienten eluiert (siche vorheriger Abschnitt). Die Elution des
Antikorpers erfolgte im Anschluss iiber einen pH-shift mit Glycin (pH 2). Nach der Elution mit pH
2 wurden die Antikorper enthaltenen Fraktionen mit Neutralisationspuffer auf pH 7 eingestellt, um
die Stabilitdt des Antikorpers aufrecht zu erhalten (eine Zusammenstellung der Versuchs-
bedingungen der CLC-Methode ist dem Anhang 6.4.12 zu entnehmen).

Um die Reinheit der drei Elutionsfraktionen zu priifen wurde einer SDS-Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Proteintrennung mittels CLC-Methode und die Untersuchung der
Elutionsfraktionen sind in Abbildung 4.3.6 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass unter den
gewihlten Bedingungen eine Trennung der drei Modell-Proteine in hoher Reinheit moglich ist. Die
Durchlauffraktion (DL) auf dem SDS-Gel weist keine Proteinbanden auf, d.h. die Proteine haben

vollstédndig an der jeweiligen Disk gebunden.
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Abbildung 4.3.6: Trennung von Transferrin, Insulin und IgG mittels CLC-Monolith-System
bestechend aus Protein G und QA-Disk. (A) Chromatogramm der Proteintrennung.
Injektionsvolumen 3 ml; Proteinkonzentration: 0,2 mg/ml Transferrin/Insulin und 0,25 mg/ml IgG
in Bindungspuffer. (B) 15 %iges SDS-Gel zur Uberpriifung der Reinheit der Elutionsfraktionen
(Silberfarbung). M: Proteinmarker; Mix: Proteinausgangslosung; DL: Durchlauf.
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Trennung von Insulin, Transferrin und 1gG in Zellkulturmedium

Um die Ubertragbarkeit der Proteintrennung auf eine reale Zellkulturprobe zu iiberpriifen, wurde
die entwickelte CLC-Methode nachfolgend fiir die Trennung der drei Proteine aus
Zellkulturmedium eingesetzt. Hierfiir wurde eine Proteinlosung in Zellkulturmedium (Gibco™
Hybriodma-SFM, Invitrogen, Karlsruhe) mit 0,2 mg/ml Insulin und Transferrin sowie 0,25 mg/ml
IgG verwendet. Die Durchfiihrung der CLC-Methode erfolgte unter den gleichen Bedingungen.

Die physiologische Salzkonzentration des Mediums fiihrt zu einer hohen Leitfédhigkeit von
12 mS/cm. Da die Elution von Transferrin bereits bei einer Leitfahigkeit von 10 mS/cm stattfindet,
konnte unter den gegebenen Bedingungen keine Bindung des Transferrins erfolgen. Insulin, das bei
einer hoheren Salzkonzentration bzw. Leitfahigkeit eluiert wird, konnte an der QA-Disk gebunden
werden. Die von der Salzkonzentration unabhéngige affine Wechselwirkung des Antikdrpers mit
der Protein G-Disk konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Um dennoch eine simultane Bindung der Proteine aus Zellkulturmedium zu gewahrleisten, musste
die Salzkonzentration des Mediums zuvor herabgesetzt werden. Aus diesem Grund wurde die
proteinhaltige Zellkulturprobe vor Anwendung der CLC-Methode iiber eine Dialyse entsalzt.
Aufgrund des niedrigen Molekulargewichtes des Insulins (ca. 6 kDa) wurde eine Dialysemembran
mit einer Ausschlussgrenze von 1.000 Da verwendet. Nach der Dialyse wurde eine Leitfdhigkeit
des Kulturmediums von ca. 1,2 mS/cm gemessen.

Nachfolgend wurde die Trennung der Proteine mit Hilfe der CLC-Methode wiederholt. Im
Anschluss erfolgte eine SDS-Gelelektrophorese um die Reinheit der Elutionsfraktionen zu iiber-
priifen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.3.7 dargestellt. Unter den gegebenen Bedingungen
erfolgte eine vollstindige Bindung der Proteine. Die Anwendung des Zweistufengradienten
ermoglicht die Trennung der Proteine bei der Elution mit hoher Reinheit (vgl. Abbildung 4.3.7 B),

sodass eine simultane Detektion der Proteine auch im Kulturmedium erfolgen konnte.
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Abbildung 4.3.7: Trennung von Transferrin, Insulin und IgG aus Zellkulturmedium nach der
Dialyse mittels CLC-Monolith-System bestehend aus einer Protein G und einer QA-Disk. (A)
Chromatogramm der Proteintrennung. Injektionsvolumen 3 ml; Proteinkonzentration 0,2 mg/ml
Transferrin/Insulin und 0,25 mg/ml IgG in Kulturmedium. (B) 15 %iges SDS-Gel zur Uberpriifung
der Reinheit der Elutionsfraktionen (Silberfarbung). M: Proteinmarker; Mix: Proteinausgangs-
l6sung.
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Im Anschluss an die Versuche wurde eine Kalibrationsgerade fiir den Antikorper bestimmt. Hierfiir
wurden verschiedene Konzentrationen des Modell-Antikdrpers (0,005-0,5 mg/ml) in Anwesenheit
von Insulin und Transferrin gleichbleibender Konzentration (0,1 mg/ml), nach dem Protokoll der
entwickelten CLC-Methode (siche Anhang 6.4.12), vermessen. Die Versuche wurden in einer
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Aus der Auftragung der berechneten Peakfliche gegen die
Ausgangskonzentration des Antikdrpers ergibt sich ein linearer Zusammenhang mit einem hohen
BestimmtheitsmaB von R*=0,999. Aus dem in Abbildung 4.3.8 dargestellten Zusammenhang
zwischen berechneter Peakflache und Ausgangskonzentration des Antikorpers, ldsst sich unter den
gegebenen Bedingungen, die Konzentration des Antikorpers auch in niedrigen Konzentrations-
bereichen von bis zu 0,005 ug/ml bestimmen. Aufgrund des hohen Auftragsvolumen von 3 ml
konnen auch niedrige Proteinkonzentrationen detektiert werden. Eine Konzentrationsbestimmung
von Insulin und Transferrin sollte unter diesen Bedingungen ebenfalls moglich sein, sodass die
entwickelte CLC-Methode fiir die simultane, quantitative Bestimmung von Proteinen auch in

Zellkulturmedium geeignet ist.
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Abbildung 4.3.8: Kalibrationsgerade der Antikdrperanalytik mittels CIM®Disk CLC-Methode
(n=3).

Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden, basierend auf instrumenteller HPLC-
Analytik, im Hinblick auf eine mogliche simultane Detektion verschiedener Proteine aus
Zellkulturiiberstinden untersucht. Eine Auftrennung der Proteine aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften unter Anwendung einer reversed-phase-Chromatographie war unter den gewéhlten
Bedingungen nicht mdglich. Ebenso stellte sich die Trennung der Proteine {iiber eine
GroBenausschlusschromatographie trotz ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes als schwierig

dar. Mit beiden Methoden wurde eine nur unzureichende Trennung der Proteine erzielt. Zudem
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lagen die in der Realprobe (Kulturiiberstand der Hybridom-Kultivierung) enthaltenen
Proteinkonzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze. Im Hinblick auf eine simultane Detektion
der Proteine im Kulturiiberstand, wéhrend eines Kultivierungsprozesses, sind diese Methoden
demnach nicht geeignet.

Es konnte jedoch eine CLC-Methode entwickelt werden, deren Trennleistung auf der Verwendung
von monolithischen Disks unterschiedlicher Funktionalititen basiert. Unter Verwendung einer
Protein G-Disk zur selektiven Bindung des Antikérpers und einer Anionenaustauscher-Disk (QA-
Disk) fiir die Bindung von Insulin und Transferrin innerhalb einer ,,Séulen-Konstruktion® konnte
eine selektive Bindung der Proteine erzielt werden. Nach einer zuvor durchgefiihrten Dialyse des
Kulturiiberstandes konnte auch aus dem Kulturmedium eine Trennung der Proteine und folglich
eine simultane Detektion erfolgen. Durch die Flexibilitit des Injektionsvolumens an der
praparativen HPLC konnte am Beispiel des Antikdrpers gezeigt werden, dass eine quantitative
Konzentrationsbestimmung auch fiir geringe Proteinkonzentrationen im pg/ml Bereich moglich ist.
Angesichts der Ergebnisse ist das entwickelte CLC-System, basierend auf der Anwendung
monolithischer Disks, fiir eine simultane Detektion der Proteine in Kulturiiberstand einsetzbar.
Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die Salzkonzentration des Mediums die Proteinbindung an der
QA-Disk unterbinden kann. Abhidngig vom Bindungsverhalten des Proteins kann demnach im
Vorfeld der Analyse eine Entsalzung der Probeldosung notwendig sein.

Fiir die Anwendung der CLC-Methode fiir die schnelle Analytik von Proteinen sollte in weiteren
Versuchen eine Optimierung hinsichtlich der Analysenzeit erfolgen. Aufgrund der flexiblen
Kombination verschiedener Funktionalititen kdnnte das System auch fiir andere Fragestellungen
Anwendung finden. Dariiber hinaus ist im Hinblick auf eine mogliche Sensor-Prozess-Kopplung,
fiir die Online-Uberwachung von Kultivierungsprozessen eine Kombination mit einer FlieB3-

injektionsanalyse (FIA) denkbar. [194, 195]
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4.4. Evaluierung der Aufreinigung von Antikérpern aus zellhaltigen

Kulturmedien mittels neuartiger Membranadsorbertechnologie

Fiir die nachfolgenden Versuche wurde die an serumfreie Kultivierungsbedingungen adaptierte
Hybridom-Zelllinie IV 19.23 verwendet (vgl. Abschnitt 4.1.). Im Hinblick auf die angestrebte
Evaluierung eines neuartigen Membranadsorber-Moduls fiir die Aufreinigung von Antikdrpern ist
die Konzentration des von den Hybridom-Zellen produzierten Maus IgG; zu gering (vgl. Kapitel
4.1.2). Um die Versuche bei moglichst hoher Antikérperkonzentration durchzufiihren, wurde fiir
die Versuche der polyklonale, humane Antikorper IVIg als Modell-Antikdrper verwendet. Die
geringe Menge des Maus IgG, im Kulturiiberstand der Hybridom-Zelllinie (ca. 5-8 pg/ml) wurde
bei der Konzentrationsbestimmung vernachléssigt.

Im Hinblick auf die Anwendung des neuartigen Membranadsorber-Moduls fiir die Aufreinigung
aus zellhaltigem Kulturmedium musste zunichst eine geeignete Membranfunktionalitit gefunden
werden. Die Ergebnisse des Membran-screenings sind im folgenden Abschnitt zusammenfassend
dargestellt. Im Rahmen der Mitbetreuung einer Diplomarbeit wurden mit der geeigneten Membran
statische Versuche bzgl. der Bindungseigenschaften des Modell-Antikorpers aus zellfreier Losung
durchgefiihrt. [196] Unter dem Einsatz der neuartigen Membranadsorber-Module wurden der
Einfluss des Mediums und der Zellen bei der Aufreinigung des Antikorpers untersucht. Dariiber

hinaus wurde die Partikelgéngigkeit der Module analysiert.

Analytik fir die Aufreinigung

Fir die Analytik des Antikorpers (IVIg) im Kulturiiberstand sollte eine der in Abschnitt 4.3
genannten Methoden Anwendung finden. Fiir die Versuche sollten Konzentrationen grofler
0,25 mg/ml eingesetzt werden. Gegeniiber der fiir die Versuche verwendeten hohen Konzen-
trationen des IVIgs sind die Konzentrationen von Insulin, Transferrin und des von den Zellen
produzierten Maus IgG, im Zellkulturiiberstand gering, sodass eine Konzentrationsbestimmung der
Einzelproteine fiir die nachfolgende Aufreinigung vernachlédssigt wurde. Unter dieser Vorraus-
setzung sollte die Analytik des IVIgs mittels der in Abschnitt 4.3.2 beschrieben SEC-Methode
erfolgen.

Nachfolgend wurde unter den in Abschnitt 4.3.2 genannten Bedingungen fiir die SEC-Analytik
eine Kalibrationsgerade fiir verschiedene IVIg-Konzentrationen im Kulturmedium (SFM-Medium),
bestimmt. Die Versuche wurden in einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Abbildung 4.4.1 A
zeigt das Chromatogramm der Trennung des Antikorpers verschiedener Konzentrationen vom

Zellkulturmedium. Aus der Auftragung der berechneten Peakflichen gegen die Ausgangs-
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konzentration des Antikorpers ergibt sich ein linearer Zusammenhang mit einem Bestimmt-

heitsmaB von R*=0,999 (vgl. Abbildung 4.4.1 B).
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Abbildung 4.4.1: SEC-Analytik des Modell-Antikorpers IVIg in Kulturmedium. (A)
Chromatogramm der Analytik in Zellkulturmedium (SFM-Medium) fiir verschiedene IVIg-
Konzentrationen. Séule: PSS Proteema-SEC; (B) Kalibrationsgerade der [VIg-Analytik in Kultur-
medium (n=3).

Membran-screening

Bei der Suche nach einer Membranfunktionalitit, die fiir eine direkte Aufreinigung des Modell-
Antikorpers aus Kulturmedium (pH-Wert ca. 7,2) geeignet ist, wurden unterschiedliche Mem-
branen (Membranen fiir Ionenaustausch-, Affinitdtschromatographie) hinsichtlich ihres Bindungs-
verhalten gegeniiber dem Antikdrper in Zellkulturmedium untersucht. Fiir die Versuche wurden
Vivapure mini Q und S sowie Vivapure miniprep Protein A Zentrifugeneinheiten der Firma
Sartorius Stedim Biotech GmbH (Géttingen) verwendet (Vorgehensweise siche Anhang 6.4.14).
Mit den Ionenaustauschern hat keine Antikdrperbindung stattgefunden (Daten nicht gezeigt). In der
Literatur ist beschrieben, dass die meisten I[gG-Monomere einen pI-Wert von 7-8 aufweisen. [197]
In pH-Bereichen nahe des pl-Wertes ist die Wechselwirkung mit einem lonenaustauscher schwach.
Dariiber hinaus erfolgt die Wechselwirkung von Proteinen mit den Ionenaustauschergruppen bei
niedrigen Salzkonzentrationen bzw. niedriger spezifischer Leitfdhigkeit. Die spezifische Leit-
fahigkeit des 25 mM Bindungspuffers liegt bei groBer 3 mS/cm, die des Kulturmediums liegt mit
12 mS/cm deutlich dariiber. Dies ldsst vermuten, dass die hohe Leitfahigkeit des Mediums sowie
der pI-Wert des Modell-Antikorpers Griinde dafiir sind, dass eine Isolierung aus Kulturmedium mit
einem pH-Wert von 7 nicht méglich war. Uber die Wechselwirkung mit den Protein A Liganden
war eine selektive Bindung mdglich. Aus diesem Grund wurden fiir nachfolgende Versuche

ausschliefllich Membranen dieser Funktionalitidt verwendet.
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4.4.1. Bindungsverhalten aus zellfreier Losung

Um die Bindungseigenschaften des Antikdrpers an der Protein A Membran genauer zu
untersuchen, wurden Adsorptionsisothermen unter statischen Bedingungen mit der reinen Protein
A Membran aufgenommen. Hierfiir wurden verschiedene Konzentrationen einer IVIg-Losung in
Bindungspuffer angesetzt. Anhand der ermittelten Isotherme wurde die maximale statische
Bindungskapazitit sowie die Dissoziationskonstante bestimmt, die das Maf3 fiir die Affinitit des
Antikorpers zur Protein A Membran darstellt. Dariiber hinaus wurde die zeitabhingige Adsorption

des Antikdrpers an der Membran untersucht.

Bestimmung der Adsorptionsisotherme

Die Protein A Membran wurden mit einem Locheisen (Innendurchmesser: 20 mm) ausgestanzt.
Die Membranstanzlinge der Fliche 3,14 cm” wurden in 6-Lochplatten iiberfiihrt und fiir 2 min mit
Bindungspuffer dquilibriert. Nach der Aquilibrierung wurden die Stanzlinge in neue 6-Lochplatten
iiberfithrt und mit je 3 ml einer [VIg-Losung ansteigender Konzentration iiberschichtet. Die
Inkubation erfolgte fiir 24 h bei Raumtemperatur (RT) auf einem Laborschiittler bei 400 min™. Die
Versuche wurden fiir jede Konzentration in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die verbleibende
Antikdrperkonzentration in den Uberstinden wurde mittels UV-Messung bei 280 nm bestimmt.

Die an der Membran gebundene Antikérpermenge ergibt sich aus der Differenz der 1VIg-
Konzentration im Uberstand vor und nach der Inkubation pro cm? Membranfliche. Durch die
Auftragung der adsorbierten Menge IVIg pro cm” gegen die dazugehorige IVIg-Gleichgewichts-
konzentration im Uberstand wird eine Adsorptionsisotherme erhalten. [196]

Die Ergebnisse zeigten starke Schwankungen in den Konzentrationsverldufen der adsorbierten
Antikdrpermenge flir die jeweilige Ausgangskonzentration. Darliber hinaus wurde keine
einheitliche Membranséttigung beobachtet. Der mittlere Fehler der Antikdrperadsorption iiber den
gesamten Konzentrationsbereich lag bei 14 %. Im Rahmen der Diplomarbeit von Andrea Mdnster
stellte sich in weiterfiihrenden Versuchen heraus, dass die Protein A Membran Inhomogenitéten in
der Ligandendichte aufweist. Es konnte gezeigt werden, dass diese Inhomogenititen ausschlag-
gebend fiir den grofen Fehler und die starken Schwankungen in den Konzentrationsverldufen
waren.

Um die Membraninhomogenititen auszugleichen wurden in darauf folgenden Versuchen statt
einem drei Membranstanzlinge pro Vertiefung einer 6-Lochplatte (9,42 cm® Membranfliche)
verwendet und die oben beschriebene Durchfiihrung in einer Dreifachbestimmung wiederholt. Das
Gesamtvolumen der Antikorperlosung pro Vertiefung sowie das Verhiltnis von angebotener
Antikorpermenge zur Membranfliche entspricht den Angaben der ersten Versuchreihe. Die
Konzentration der jeweiligen Antikorperldsung fiir die Beladung der Membran und das daraus

resultierende Masse-Flache-Verhiltnis von Antikdrper zu Membran sind in Tabelle 4.4.1
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dargestellt. Durch die Auftragung der adsorbierten Menge IVIg pro cm’ gegen die dazugehorige
IVIg-Gleichgewichtskonzentration im Uberstand wird die in Abbildung 4.4.2 gezeigte Adsorp-

tionsisotherme erhalten.

Tabelle 4.4.1: Vorschrift fiir die Antikérperbeladung der Protein A Membran fiir die Aufnahme
der Adsorptionsisotherme. [196]

IVIg Konzentration ~ Angebotene Menge = Masse-Flédche-Verhiltnis

[mg/ml] IVIg insgesamt [mg] IVIg [mg/cm’]
2,0 6,0 0,637
L5 4,5 0,478
1,0 3,0 0,318
0,75 2,25 0,239
0,5 1,5 0,159
0,3 0,9 0,096
0,2 0,6 0,064
0,1 0,3 0,032

Der mittlere Fehler der Antikorperadsorption iiber den gesamten Konzentrationsbereich wurde
durch den Ausgleich der Inhomogenitidt der Membran auf 4 % reduziert. Eine Membranséttigung
von 0,184 mg/crn2 wurde anndhernd bei einem angebotenen Masse-Flache-Verhiltnis von

0,318 mg/cm’ erreicht.
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Abbildung 4.4.2: Bindungsverhalten des Antikorpers an der Protein A Membran. Adsorptions-
isotherme nach Langmuir. [196]
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Ausgehend von der Funktion einer Langmuir-Isotherme ldsst sich anhand der ermittelten Daten
eine Regressionsisotherme berechnen, die den Verlauf nach Langmuir widerspiegelt (siche
Abbildung 4.4.2). Auf Grundlage dieser lassen sich die maximale statische Bindungskapazitit Q,ax
der Protein A Membran sowie die Dissoziationskonstante Kpis,, nach der im Anhang 6.5.2
beschrieben Vorgehensweise, berechnen.

Die maximale statische Bindungskapazitit der Protein A Membran betréigt demnach 0,192 mg/cm’.
Die Dissoziationskonstante des Protein A-Antikérper-Komplexes betrigt 2,2-107 mol/l und liegt in
einem Bereich der fiir starke Affinititswechselwirkung in der Literatur beschrieben ist (10°-107

mol/l). [26]

Antikérperadsorption als Funktion der Zeit

Wie die Ergebnisse im vorherigen Abschnitt gezeigt haben, wurde bei einem angebotenen Masse-
Fliche-Verhiltnis von 0,637 mg/cm’ die maximale Bindungskapazitit innerhalb 24 h erreicht.
Demzufolge wurden die Versuche zur Bestimmung der zeitabhdngigen Adsorption des Antikorpers
bei diesem Masse-Flache-Verhéltnis durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte wie im
vorherigen Anschnitt beschrieben. Die Inkubation der Membranstanzlinge in der Antikorperldsung
erfolgte fiir 24 h auf einem Laborschiittler bei 400 min™'. Die Versuche wurden in einer Dreifach-
bestimmung durchgefiihrt. Zu Beginn der Inkubationszeit erfolgte die Probenahme (10 pl) aus der
Reaktionslosung in kurzen Zeitabstinden. Eine letzte Probe wurde nach 24 h Inkubationszeit
entnommen. Die Antikdrperkonzentration in den Proben wurde {iber eine UV-Messung bei 280 nm
bestimmt (siche Anhang 6.4.15).

Die Proteinstabilitdt ist oftmals abhéngig von der Umgebungstemperatur. Frisch angesetzte protein-
haltige Losungen werden in der Regel bei 4 °C gelagert, um die biologische Aktivitdt des Proteins
aufrechtzuerhalten. Um den Einfluss der Temperatur auf die Antikdrperadsorption zu untersuchen,
wurde die Geschwindigkeit der Antikorperbindung an der Membran sowohl bei RT als auch bei
4 °C ermittelt. Die gebundene Antikorpermenge pro Membranfliche wurde zum jeweiligen
Zeitpunkt der Probenahme bestimmt. Abbildung 4.4.3 zeigt den zeitlichen Verlauf der Antikdrper-
adsorption bei RT und 4 °C. In Tabelle 4.4.2 sind die Ergebnisse der Adsorption als Mittelwerte
einer Dreifachbestimmung nach 20 min, 2 h und 24 h dargestellt.

Die Verldufe der Antikérperadsorption an der Protein A Membran sind unabhidngig von der
gewihlten Temperatur anndhernd identisch. In beiden Fallen wurde nach zweistiindiger Inku-
bationszeit die maximale Bindungskapazitit von 0,182 +0,021 mg/cm”® erreicht. Im Hinblick auf
einen moglichst produktschonenden Aufreinigungsprozess konnte gezeigt werden, dass eine
niedrigere Temperatur keinen negativen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Adsorption des
Antikorpers ausiibt. Um einem moglichen Stabilitdtsverlust der Antikorperlosung wéhrend der

Aufreinigung vorzubeugen kann diese ohne zeitlichen Verlust bei 4 °C durchgefiihrt werden.
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Abbildung 4.4.3: Antikorperadsorption an der Protein A Membran als Funktion der Zeit bei 4 °C
und RT. [196]

Tabelle 4.4.2: Beladung der Protein A Membran nach 20 min, 2 h und 24 h bei RT und 4 °C.

Beladung [mg/cm’] nach

Temperatur 20 min 2h 24 h
RT 0,102+ 0,013 0,183 + 0,022 0,185+ 0,025
4°C 0,091 + 0,009 0,182 + 0,020 0,189 +£ 0,012

Fazit

Die Untersuchungen der Bindungseigenschaften des Antikorpers aus zellfreier Losung an einer
Protein A Membran zeigten, dass diese Membran fiir eine Produktisolierung geeignet ist. Die nach
Langmuir ermittelte Dissoziationskonstante demonstriert das hohe Mafl} an affiner Wechselwirkung
des Antikorpers mit den Protein A Liganden der Membran (Kpjg 2,2-10"7 mol/l). Die hohe
maximale statische Bindungskapazitit bestdtigt den Einsatz dieser Membran fiir die nachfolgende
Anwendung in den neuartigen Membranadsorber-Modulen zur direkten Aufreinigung des
Antikorpers. Um die Stabilitdt des Antikorpers wihrend der Aufreinigung sicherzustellen, konnte

diese anstatt bei Raumtemperatur ebenso auch bei 4 °C ohne Zeitverlust durchgefiihrt werden.

4.4.2. Sartobind® Direct

Aufreinigungsprozesse beginnen in der Regel mit Schritten zur Abtrennung von Zellen,
Zelltrimmern sowie Partikeln geringer Grofle wie z. B Aggregaten, die sich in der Kulturbriihe

befinden. Hierfiir werden hauptsidchlich Zentrifugationseinheiten und Tiefenfiltrations- oder
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Mikrofiltrationsverfahren eingesetzt. Diese Schritte gehen einer chromatographischen Reinigung
voraus, um die verwendeten Chromatographiemedien zu schonen. Mit dem Ziel der direkten
Produktisolierung aus partikelhaltigen Losungen wurde in den 90er Jahren das Verfahren der
FlieBbettabsorption (engl. expanded bed adsorption) entwickelt. Aufgrund der in Abschnitt 3.3.4
beschriebenen Nachteile, der hohen Kosten und der Komplexitit der Verfahren im Produktions-
mafstab findet diese Methode nur begrenzt Anwendung. Die Nachteile dieses Verfahren sollen
durch den Einsatz von Membranadsorbern unter Verwendung eines neuartigen Moduldesigns
iberwunden werden. Abbildung 4.4.4 verdeutlicht die Idee, die hinter dem Einsatz der
Sartobind® Direct Einheit, die von der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH (Géttingen)
entwickelt wurde, steht. Das Ziel des Verfahrens ist die Kombination der Partikelabtrennung und
Reinigung, Produktisolierung und Aufkonzentrierung in einem Prozessschritt.

Die im Folgenden beschrieben Versuche (speziell mit Sartobind® Direct 25 ml Einheiten) wurden

in Zusammenarbeit mit André Pastor durchgefiihrt. [198]

Zentrifugation/ Ultrafiltration/ Produkt-

Tiefenfiltration Mikrofiltratio = Isolierung Behilter

A  Reaktor ———

B |Reaktor ——— “Sartobind® Direct” c———— ————— | Behiilter

Direkte Produktisolierung

Abbildung 4.4.4: Prozessschema Sartobind® Direct: (A) herkdmmliche Technologie, (B) Einsatz
neuer Technologie.

Aufbau und Prinzip

Der Prototyp der Sartobind® Direct Einheit ist in Form eines Wickelmoduls aufgebaut. Zwischen
den Membranlagen befindet sich ein Abstandhalter (im Folgenden Spacer genannt). Membran und
Spacer sind um einen Kern im Innern des Moduls gewickelt. Der Spacer ermoglicht die
Partikelgidngigkeit und ein riickdruckfreies Arbeiten. Zusétzlich soll er den Stofftransfer zwischen
Medium und Membran unterstiitzen. Dariiber hinaus verfiigen die Wickelmodule iiber eine
Verteilerplatte am Eingang des Moduls, die fiir eine homogene Verteilung iiber die Anstromfléche
sorgt. In Abbildung 4.4.5 ist der Aufbau und das Prinzip der Sartobind® Direct Einheit dargestellt.
Das partikelhaltige Medium wird tangential {iber die adsorptive Membran gefordert. Das
Zielprotein adsorbiert an der Membran, wihrend Verunreinigungen und Partikel wie Zellen,
Zelltrimmer, und Aggregate die Membran ungehindert passieren. Ebenso wie die FlieBbett-

adsorption wird das Modul von unten angestromt.
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Abbildung 4.4.5: Sartobind® Direct Einheit (A). Aufbau und Prinzip (B).

Betriebweise

Um die Partikelgidngigkeit zu gewéhrleisten, wird die Membran in den Modulen iiberstromt statt
zwangsdurchstromt. Aus diesem Grund dominiert der diffusive Stofftransport gegeniiber dem
konvektiven. Fiir eine Abreicherung des Proteins im single-pass-Betrieb (einmaliges Uberstromen
der Membran) ist die Kontaktzeit zwischen Proteinldsung und Membran zu gering. Es resultiert ein
Durchbruch nach relativ kurzer Zeit. Eine Proteinabreicherung im Rezirkulations-Betrieb ist an
dieser Stelle ratsam. Im Rezirkulations-Betrieb wird das Fluid solange durch die Einheit im Kreis

gepumpt, bis das Zielmolekiil im gewiinschten Malle an der Membran adsorbiert ist.

Spacer

Um eine gute Wechselwirkung und damit eine schnelle Proteinabreicherung im Rezirkulations-
Betrieb zu gewéhrleisten, muss der Abstand zwischen den Membranwicklungen mdglichst gering
sein. Auf diese Weise werden die in Losung vorliegenden Proteine in ausreichend geringem
Abstand an der Membran vorbei geleitet, sodass eine schnelle Wechselwirkung stattfinden kann.
Der Abstand zwischen der Membranwicklung wird von der Dicke des Spacer bestimmt. Je diinner
der Spacer, desto schneller sollte die Proteinabreicherung im Rezirkulations-Betrieb verlaufen.
Ergebnisse im Rahmen der Dissertation von André Pastor bzgl. der Wahl des Spacers haben diese
Vermutung bestitigt. Die Dicke des Spacers sollte demnach so gewéhlt werden, dass er eine
schnelle Proteinabreicherung bei gleichzeitig guter Partikelgéingigkeit gewéhrleistet. [198]

Neben der Spacerdicke ist die Struktur des Spacers von Bedeutung. Beide Aspekte haben Einfluss
auf die Partikelgédngigkeit des Moduls und koénnen sich auf die Proteinwechselwirkung mit der
Membran auswirken. Der Spacer sollte so konstruiert sein, dass partikelhaltige Losungen das
Modul ungehindert passieren d.h., dass die Partikel in der Einheit nicht zuriickgehalten oder durch

im Innern des Moduls auftretende Scherkrifte zerstort werden. Dariiber hinaus sollte die
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Auflagefldche des Spacers moglichst gering sein, um die aktive Membranoberfliche fiir die

Proteinbindung nicht zu reduzieren.

Im Rahmen der Dissertation von André Pastor wurden verschiedene Spacer bzgl. Protein-
abreicherung aus reiner Losung untersucht. [198] Die besten Ergebnisse wurden mit einem Spacer
aus Polypropylen in Form einer netzartigen, unsymmetrischen Diamantstruktur erzielt (siche
Abbildung 4.4.6). Der Fluidstrom zwischen Membran und Spacer ist in Abbildung 4.4.6. B
dargestellt. Das Fluid wird durch die Formgebung des Spacers direkt an Ober- und Unterseite der
Membranfliche vorbei geleitet. Die Dicke des Spacers hat dabei einen Einfluss auf die
Proteinabreicherung. Die Proteinabreicherung erfolgt umso schneller je geringer die Spacerdicke
ist. Ein Spacerdicke von 0,24 mm hat sich als sinnvoll erwiesen, um eine schnelle Protein-

abreicherung bei gleichzeitig guter Partikelgéngigkeit sicherzustellen.

A

Abbildung 4.4.6: Spacerstruktur (A) und Stromungsverlauf der partikelhaltigen Lésung zwischen
Membran und Spacer (B).

Up-scale

Wie bei herkdmmlichen Membranadsorber-Modulen ist auch bei diesem Moduldesign ein
einfaches up-scale moglich. Das Kriterium fiir ein up-scale ist die gleichbleibende Verweilzeit,
also eine konstante Umwilzleistung min" bei variablem Volumenstrom. Auf diese Weise wurde
fiir unterschiedlich grole Module ein einheitliches Abreicherungsprofil erzielt. [198]

Die Module sind fiir den Labor- und TechnikumsmaBstab (Sartobind® Direct 350 ml-2,5 ml) mit
Ionenaustauschermembranen oder Protein A Funktionalitit erhéltlich. Protein G wird aus Kosten-

griinden nicht angeboten.

4.4.3. Bindungsverhalten aus zellhaltiger Lésung

Um den Einfluss des Mediums und der Zellen auf die Antikérperadsorption zu testen, wurde in
Anlehnung an die Versuche in Abschnitt 4.4.1 die statische Bindungskapazitét aus Bindungspuffer,
Medium und zellhaltigem Medium bestimmt. Im Anschluss wurden Sartobind® Direct 2,5 ml

Module mit Protein A Funktionalitit (nachfolgend Sartobind”® Direct genannt) in einer Versuchs-
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apparatur (vgl. Abbildung 4.4.8) unter dynamische Bedingungen auf Bindungs- und Elutions-
verhalten des Antikorpers unter dem Einfluss von Medium und zellhaltigem Medium untersucht. In
allen Versuchen wurde die gleiche Charge der Protein A Membran verwendet wie in den zuvor
durchgefiihrten Versuchen.

Um den Einfluss der Zellen auf die Antikdrperadsorption zu untersuchen, wurden alle nach-
folgenden Versuche aus zellhaltigem Medium mit einer Anzahl an Zellen von ungeféhr 1 1/3 {iber
der maximal moglichen Belegungsdichte durchgefiihrt. Unter der Annahme, dass eine Zelle bei
einem Durchmesser von ungefihr 20 pm eine Fliche von 314 pm® einnimmt, kann in Bezug auf
die angebotene Membranfliche die maximale Belegungsdichte der Membran mit Zellen bestimmt
werden. Angaben fiir die Berechnung der maximalen Belegungsdichte pro cm* Membran finden

sich im Anhang 6.5.3.

Statische Versuche

Fiir die Bestimmung der Bindungseigenschaften des Antikorpers wurden wie unter Abschnitt 4.4.1
je 3 Membranstanzlinge in einer 6-Lochplatte vorgelegt, dquilibriert und fiir 6 h bei RT in 3 ml
einer IVIg-Losung aus Bindungspuffer, Medium und zellhaltigen Medium inkubiert. Um in den
Bereich der maximalen Bindungskapazitit zu gelangen, wurden die Versuche bei einem Masse-
Fliche-Verhiltnis von IVIg zu Membranfliche von 0,637 mg/cm® durchgefiihrt (vgl. Abbildung
4.42). Die Zellzahl im zellhaltigen Medium betrug 1,3:10° Zellen/ml. Die jeweiligen Versuche
wurden in einer Dreifachbestimmung ausgefiihrt. Die Messung der Antikorperkonzentration
erfolgte zu Beginn und nach 6 h Inkubationszeit. Nach dieser Zeit sollte der Gleichgewichtszustand
der Adsorption erreicht sein (vgl. Abbildung 4.4.3). Die Konzentration in den drei Reaktions-
16sungen wurde nicht wie in Abschnitt 4.4.1 iiber eine UV-Messung, sondern iiber die etablierte
SEC-Analytik durchgefiihrt. Dies sollte die Vergleichbarkeit der Ergebnisse innerhalb dieses
Versuches gewihrleisten. Die Ergebnisse der statischen Bindungskapazitit aus Abschnitt 4.4.1
konnen daher nur anndhernd mit den hier ermittelten Daten verglichen werden.

In Abbildung 4.4.7 sind die Ergebnisse der statischen Bindungskapazitit aus Bindungspuffer,
Medium und zellhaltigem Medium als Mittelwerte einer Dreifachbestimmung dargestellt. Ungeféhr
200 mg/cm? Antikorper haben an der Protein A Membran innerhalb von 6 h gebunden. Dieser Wert
liegt in einem vergleichbaren Bereich wie er fiir die statische Bindungskapazitdt zuvor bestimmt
wurde. Unter dem Einfluss von Medium und Zellen wurde eine um 10 bis 20 % niedrigere
Bindungskapazitit erhalten. Nicht auszuschlieBen ist, dass unbekannte Medienbestandteile eine
unspezifische Wechselwirkung mit der Protein A Membran eingehen, die die Adsorption des
Antikorpers an der Membran beeintrachtigen. In der Literatur ist beschrieben, das neben
Antikorpern auch unspezifische Wechselwirkung mit Medienbestandteilen auftreten konnen, die

moglicherweise die Antikorperbindung beeintriachtigen. [107]
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Abbildung 4.4.7: Statische Bindungskapazitit der Protein A Membran unter dem Einfluss von
Medium und Zellen.

Versuche haben gezeigt, dass die Wechselwirkung mit Transferrin und Insulin als Protein-
bestandteile des Mediums auszuschlieBen ist (Daten nicht gezeigt). Die genaue Zusammensetzung
des hier verwendetet Mediums ist nicht bekannt. Genauere Untersuchungen hierzu iibersteigern
aber den Rahmen der vorliegenden Arbeit.

Der Einfluss des zellhaltigen Mediums auf die Antikdrperbindung ist mit einem prozentualen
Unterschied von bis zu 7 % im Vergleich zur Adsorption aus Medium gering. Folglich haben die

Zellen keinen entscheidenden Einfluss auf das Bindungsverhalten des Antikorpers.

Einfluss der Zellen auf Bindungs- und Elutionsverhalten

Fiir nachfolgende Versuche wurden Sartobind® Direct 2,5 ml Module verwendet. In Tabelle 4.4.3
sind die wichtigsten Kenndaten dieser Einheit zusammengestellt. Nachfolgende Versuche im
Hinblick auf die Evaluierung der Antikorperaufreinigung aus Bindungspuffer, Medium und zell-
haltigem Medium wurden im Rezirkulations-Betrieb durchgefiihrt. In Abbildung 4.4.8 ist der
Versuchaufbau dargestellt. Die wichtigsten Daten zur Versuchsdurchfiihrung sind in Tabelle 4.4.4
zusammengefasst.

Fiir eine einheitliche Versuchsdurchfiihrung wurde zu Beginn das Totvolumen der Einheit sowie
der Versuchapparatur bestimmt. Nach der Aquilibrierung der Einheit mit Bindungspuffer wurden
50 ml der jeweiligen Antikorperlosung aus einer geriihrten Vorlage fiir 60 min bei einem Fluss von

25 ml/min im Kreis gepumpt. Die Einheit wurde von unten durchstromt (vgl. Abbildung 4.4.8).
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Tabelle 4.4.3: Sartobind® Direct 2,5 ml. Ubersicht iiber die wichtigsten KenngroBen.

Sartobind” Direct 2,5ml  KenngroBen

Membran Protein A
Membrancharge 7030083
Membranvolumen 2,5ml
Membranflache 125 cm’
Membranldnge 114 cm
Membranbreite 0,11 cm
Spacer PP, unsymmetrische
Diamantstruktur
Spacerdicke 0,24 mm
A B
Beladung Elution

- __/;q: geriihrte VorlageJ

[ ¢l

X N
p uﬁi Sartobind ™ Direct
it 2.5ml

-

Abbildung 4.4.8: Sartobind® Direct. Versuchsaufbau (A) und schematische Darstellung der
Versuchsdurchfiihrung (B).

Wahrend der Rezirkulation wurden in bestimmten Zeitabstinden Proben aus der Vorlage
genommen. Waschschritte und Elution erfolgten im single-pass-Betrieb mit den in Tabelle 4.4.4
gewihlten Einstellungen. Die Konzentrationsbestimmung des Antikdrpers in den einzelnen Proben
sowie in den Wasch- und Elutionsfraktionen wurde mit der SEC-Analytik durchgefiihrt
(Kalibrationsgeraden fiir die Berechnung der Konzentration finden sich im Anhang 6.4.15).
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Tabelle 4.4.4: Sartobind® Direct. Versuchsbedingungen fiir die Aufreinigung des Antikdrpers aus
Bindungspuffer, Medium und zellhaltigem Medium.

Sartobind” Direct 2,5 ml Versuchsbedingungen
Vorlage 50 ml
Ausgangskonzentration 0,25 mg/ml

¢, (IVIg) 0,1 mg/cm’

Ausgangszellkonzentration

im zellhaltigen Medium 1,3-10Z/ml £ 0,08-10°Z/ml

Beladungszeitraum 60 min
Flussrate 25 ml/min
Umwilzleistung 0,5 min'
Wachfraktion/ 5x5 ml
Flussrate 5 ml/min
Elutionsvolumen/ 8x5 ml
Flussrate 1 ml/min

Es wurden die Bindungs- und Elutionseigenschaften des Antikdrpers vergleichend aus Bindungs-
pufter, Medium und zellhaltigem Medium in einer Dreifachbestimmung bestimmt, d.h. fiir jeden
Versuch wurde unabhingig von der Ausgangslosung ein neues Modul verwendet. Um eine
mogliche Modulvarianz auszuschlieBen wurde im Anschluss der Versuchsreihe ein Modul aus den
Versuchen mit Bindungspuffer fiir die Antikérperbindung aus Medium und zellhaltigem Medium
wiederverwendet.

Das Diagramm A in Abbildung 4.4.9 zeigt das Bindungsverhalten des Antikdrpers aus Bindungs-
puffer, Medium und zellhaltigem Medium wéhrend in Diagramm B das Elutionsprofil dargestellt
ist. Die Ergebnisse sind jeweils als Mittelwerte einer Dreifachbestimmung angegeben.

Die hohe Standardabweichung innerhalb einer Versuchsreihe, die sowohl im Beladungs- als auch
im Elutionsprofil beobachtet wurde, demonstriert das hohe Mall der Modulvarianz. Aufgrund
dieser konnen keine signifikanten Unterschiede im Verlauf der Beladung bzw. Elution aus
Bindungspuffer, Medium und zellhaltigem Medium beobachtet werden. Unabhédngig von der
Ausgangslosung wurde ein prozentualer Anteil von 75 % der Antikorper unter dynamischen
Bedingungen in den ersten 30 min gebunden. Eine komplette Abreicherung des Antikorpers bei der
Beladung der Membran wurde nach 60 min Rezirkulation nicht beobachtet. Ein prozentualer Anteil
von 80 % bis 90 % der insgesamt eluierten Antikorpermenge wurde in allen drei Versuchen bereits
nach 25 ml eluiert wurde. Dies entspricht einem Aufkonzentrierungseffekt um den Faktor zwei.
Vorversuche, beziiglich der zeitlichen Beladung der Module haben gezeigt, dass die Rezirkulation
der Antikorperlosung iiber einen lidngeren Zeitraum als 60 min zu keiner Verbesserung der

Antikorperabreicherung fiihrte (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.4.9: Sartobind® Direct. Beladungs- (A) und Elutionsprofil (B) aus Bindungspuffer,
Medium und zellhaltigem Medium im Vergleich. Es ist der Mittelwert aus einer Dreifach-
bestimmung dargestellt (n=3).

Dies hat verschiedene Griinde. Im Rezirkulations-Betrieb stellt sich, wie auch in den statischen
Versuchen, ein Gleichgewichtszustand ein, sodass auch bei einer Verldngerung des Beladungs-
zeitraums keine komplette Abreicherung moglich ist. Dariiber hinaus setzt sich der fir die
Versuche verwendete polyklonale Modell-Antikérper aus unterschiedlichen Anteilen der vier
Isotypen des Immunglobulin G (IgG) zusammen (vgl. Anhang 6.3). Der Anteil des IgG; am
gesamten [gG-Gehalt betrigt 5,7 %. Es ist bekannt, dass humanes IgG; keine Wechselwirkung mit
Protein A als Affinitétsligand eingeht. [102] Ein Anteil von 5,7 % ist folglich auf die in Losung
verbleibenden IgG; Molekiile zuriickzufiihren.

Aus der Bestimmung der IVIg-Konzentration in der Ausganglosung, der Wasch- und Elutions-

fraktionen lassen sich die in Tabelle 4.4.5 zusammengestellten Daten unter Abzug des Gehalts von
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5,7 % lgG; berechnen. Die Daten sind als Mittelwerte einer Dreifachbestimmung dargestellt.
Angaben zur Berechnung der [VIg-Ausbeute sowie der Wiederfindungsrate finden sich im Anhang

6.5.4.

Tabelle 4.4.5: Sartobind” Direct. Zusammenfassung der Angaben zu Proteinausbeute und Wieder-
findungsrate (WFR) bei der Aufreinigung aus zellfreier und zellhaltiger Losung.

Modulvarianz™"
Bindungspuffer Medium zellhaltiges Medium
IVIg-Angebot c, [mg]* 11,6 £0,2 11,6 £0,1 11,7 £0,04
[Vig-Gehalt in der 9,5+2,2 10,6 % 0,6 10,1 0,6
Elution [mg]
[VIg-Ausbeute [ %] 81+ 18 91+5.,6 86+4,5
WER [%] 97+5,6 98 £ 3,4 91+2,8

* nach Abzug von 5,7 % IgG,
## Dreifachbestimmung

Die Ergebnisse zeigen, dass die Unterschiede in der IVIg-Ausbeute sowie in der Wieder-
findungsrate aus zellhaltigem Medium im Vergleich zur Aufreinigung aus zellfreien Losungen
gering sind. Die zum Teil hohe Standardabweichung resultiert vermutlich aus der hohen
Modulvarianz. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichung und der maximal erhaltenen IVIg-
Ausbeute bzw. Wiederfindungsrate haben die Zellen einen nur minimalen Finfluss auf die

Aufreinigung.

Um dieses Ergebnis zu verifizieren sollte der Einfluss der Modulvarianz ausgeschlossen werden.
Aus diesem Grund wurde eines der Module nachfolgend fiir die Aufreinigung des Antikdrpers aus
Medium und zellhaltigen Medium unter gleichen Versuchsbedingungen wiederverwendet.
Beladungs- und Elutionsprofil sind in Abbildung 4.4.10 A und B dargestellt. Tabelle 4.4.6 gibt
einen Uberblick iiber die jeweiligen Antikdrperausbeuten und Wiederfindungsraten aus zellfreier
und zellhaltiger Losung.

Unter Ausschluss der Modulvarianz zeigten die Ergebnisse, dass sowohl das Medium als auch die
Zellen zu keiner Verdnderung im Profilverlauf der Beladung und Elution fiihren. Der Einfluss der
Zellen duBlert sich in einer nur geringen Abnahme der Proteinausbeute und der Wiederfindungsrate
im Vergleich zur Aufreinigung aus Bindungspuffer. Die Ergebnisse der ersten Versuche mit
Modulvarianz wurden bestdtigt. Die starken Unterschiede der Ergebnisse der Aufreinigung aus
Medium bleiben ungeklirt. Ein moglicher Grund fiir die schlechte Bindung des Antikdrpers und
der damit einhergehenden geringeren Ausbeute von 72 % konnten aus der Lagerung des Moduls

herriihren.
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Abbildung 4.4.10 Sartobind® Direct. Beladungs- (A) und Elutionsprofil (B) aus Bindungspuffer,
Medium und zellhaltigem Medium unter Ausschluss der Modulvarianz. [196]

Tabelle 4.4.6: Sartobind® Direct. Zusammenfassung der Angaben zu Proteinausbeute und
Wiederfindungsraten bei der Aufreinigung aus zellfreier und zellhaltiger Losung unter Ausschluss

der Modulvarianz.

Ausschluss der Modulvarianz

Bindungspufter Medium zellhaltiges Medium

IVIg-Angebot ¢, [mg] 11,5 11,6 11,4
IVIg-Gehalt in der

Elution [mg] 10,7 83 10,0
IVIg-Ausbeute [%] 92 72 88
WER [%] 101 73 94

* nach Abzug von 5,7 % IgG;,
## Einfachbestimmung
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Nach erster Verwendung fiir die Aufreinigung aus Bindungspuffer wurde das Modul nach der
Regeneration bei -20 °C in 20 % Ethanol gelagert. Einfliisse auf die Porenstruktur unter diesen
Bedingungen sind nicht auszuschlieBen. Moglicherweise war der Zeitraum des Auftauens und der
Aquilibrierung des Moduls fiir den nachfolgenden Versuch mit Medium nicht ausreichend, sodass

eine Wechselwirkung der Protein A Liganden mit dem Antikdrper nur eingeschrinkt moglich war.

Fazit

Die Untersuchung zur Bindung aus zellfreier Losung im Vergleich zur Bindung aus zellhaltiger
Losung hat ergeben, dass die Zellen einen nur minimalen Einfluss auf die Antikdrperbindung
ausiiben. Dies wurde in Versuchen zur Bestimmung der statischen Bindungskapazitdt der reinen
Protein A Membran aus Medium und zellhaltigem Medium bestétigt. Dariiber hinaus wurde die
zeitabhingige Adsorption im Rezirkulations-Betrieb durch die Zellen nicht beeintrachtigt.
Unabhingig von der jeweiligen Ausgangslosung wurden 75 % der angebotenen IVIg-Menge
innerhalb von 30 min gebunden. Eine komplette Abreicherung im Rezirkulations-Betrieb war nur
bedingt moglich. Hohe Proteinausbeuten und Wiederfindungsraten grofler 90 % konnten
beobachtet werden. Die Hauptmenge der Antikdrper konnte im Single-pass-Betrieb in einem
Volumen von 25 ml eluiert werden. Die Antikdrperldsung konnte demnach um den Faktor zwei
aufkonzentriert werden. Die Sartobind™ Direct Protein A Einheit ist folglich fiir eine Aufreinigung
aus zellhaltiger Losung mit nur minimalen EinbuBlen in der Antikérperbindung bei den hier
verwendeten IVIg- und Zellkonzentrationen geeignet. An dieser Stelle wére es sinnvoll die
biologische Aktivitit des Zielproduktes zu iiberpriifen, um einen moglichen negativen Einfluss

dieser Art der Aufreinigung auszuschlief3en.

4.4.4. Probleme bei der Aufreinigung aus zellhaltiger Lésung

Ein wichtiger Aspekt, der neben dem Einfluss der Zellen auf die Effizienz der Aufreinigung aus
zellhaltigen Medien eine entscheidende Rolle spielt, ist die Partikelgdngigkeit des Moduls. Sie
stellt in diesem Zusammenhang die groffte Herausforderung bei der Konstruktion derartiger
Module dar. Um die Partikelgdngigkeit der verwendeten Module beurteilen zu kdnnen, wurde bei
den Versuche, aus zellhaltigem Medium (Abschnitt 4.4.3) eine Zellzahlbestimmung durchgefiihrt
(Durchfiihrung siche Anhang 6.4.6, Zellzahlbestimmung). Es wurde die Anzahl lebender und toter
Zellen wahrend der Rezirkulation in der Vorlage sowie in den Wasch- und Elutionsfraktionen
bestimmt. In Abbildung 4.4.11 ist der zeitliche Verlauf der Lebend- und Tot-Zellzahl iiber den

Zeitraum der Beladungsphase als Mittelwert einer Dreifachbestimmung aufgetragen.
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Abbildung 4.4.11: Sartobind® Direct. Verlauf der Zellzahl wihrend der Beladung im Rezir-
kulations-Betrieb.

Eine Abnahme um 75 % der Anzahl lebender Zellen wurde beobachtet. Dariiber hinaus ist nur eine
geringfligige Abnahme der Anzahl toter Zellen in den ersten 10 min zu verzeichnen. Wahrend in
den Waschfraktionen im Mittel 7 % der ,,verschwundenen® Zellen detektiert wurden, blieb das
Fluat klar (Daten nicht gezeigt). Gleiche Ergebnisse wurden bei der Antikdrperaufreinigung aus
zellhaltiger Losung bei der Verwendung von Sartobind® Direct Modulen mit 25 ml Membran-
volumen beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Fiir eine Abnahme der Zellzahl kdnnen mehrere Erklarungen in Frage kommen. Ein Grund konnte
eine durch auftretende Scherkréfte bedingte Zelllyse sein. Es ist bekannt, dass Sdugetierzellen sehr
empfindlich gegeniiber Scherkriften sind. [14, 199] Die verhéltnisméaBig hohe Flussrate von
25 ml/min und die innere Konstruktion des Moduls konnten unter Umstéinden hohen Scherkraften
herbeifiihren, die die Membranintegritdt der Zellen zerstdren und so zu einer Zelllyse fithren. Die
Anzahl der lebenden Zellen wiirde abnehmen. Durch einen Verlust der Membranintegritit wiirde
sich die Abnahme der Zellzahl nicht in einem Anstieg toter Zellen bemerkbar machen. Dies steht
im Einklang mit dem in Abbildung 4.4.11 dargestellten Ergebnis.

Dariiber hinaus ist in der Literatur beschrieben, dass unspezifische Wechselwirkungen zwischen
Zellen und Adsorbermaterial auftreten konnen. Neben hydrophoben Wechselwirkungen sind diese
iiberwiegend elektrostatischer Natur. [164-166] Dariiber hinaus ist bekannt, dass Antikorper
produzierende Zellen, den von ihnen produzierten Antikdrper an ihrer Oberfléche tragen konnen.
[200, 201] Diese konnen moglicherweise eine affine Wechselwirkung mit den Protein A Liganden
der Membran eingehen. Ein weiterer Grund, der fiir die Abnahme der Zellzahl verantwortlich sein

konnte, wire ein durch die Konstruktion innerhalb des Moduls auftretender mechanischer



Experimenteller Teil 93

Zellriickhalt. [157] Im folgenden Abschnitt sollen diese drei moglichen Ursachen ndher untersucht

werden.

Zelllyse

Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym, das im Cytoplasma jeder Zellen vorkommt. Das
Enzym ist fiir die reversible Umwandlung von Pyruvat zu Laktat in Anwesenheit von NAD"/
NADH verantwortlich und spielt damit eine wichtige Rolle im Energiestoffwechsel der Zellen.
Verlieren Zellen aufgrund von Zelllyse oder durch scherstressbedingte Zerstorung ihre Integritit,
so wird u. a. dieses Enzym in das Medium freigesetzt. Die LDH-Aktivitdt im Medium ist daher ein
MaB fiir die Anzahl toter/ lysierter Zellen und wird standardméfBig in Kulturiiberstinden detektiert.
[202]

Um den Verlust der Zellintegritdt wéhrend des Rezirkulations-Betriebes in einem Zeitraum von
60 min genauer zu untersuchen, wurde die Zunahme LDH-Aktivitit in den Beladungsproben der
Versuche aus Abschnitt 4.4.3 bestimmt (LDHy.). Zusétzlich wurde unter gleichen Versuchs-
bedingungen eine Zellsuspension von Hybridom-Zellen gleicher Zellzahl fiir 60 min bei einer
Flussrate von 25 ml/min, ohne die Verwendung eines Moduls, rezirkuliert, um den Einfluss der
Flussrate auf eine mogliche Zelllyse zu untersuchen. Die Anderung der LDH-Aktivitiit unter diesen
Versuchsbedingungen wird nachfolgend als LDH-Referenz bezeichnet. Wie im vorherigen
Abschnitt beschrieben wurde eine mittlere Abnahme der Lebend-Zellzahl von 75 % beobachtet.
Unter der Annahme, dass dieser Anteil der Zellen wihrend der Rezirkulation komplett lysiert, lasst
sich anhand einer zuvor durchgefiihrten Korrelation zwischen lysierten Zellen und der LDH-
Aktivitdt (Durchfiihrung siehe Kapitel Offline-Analytik Anhang 6.4.6, Bestimmung der LDH-
Aktivitdt nach dem Testprinzip 2), die maximal mogliche LDH-Aktivitét (LDH,,,«) berechnen. Die

Ergebnisse sind als Mittelwerte einer Dreifachbestimmung in Abbildung 4.4.12 dargestellt.
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Abbildung 4.4.12: Sartobind® Direct. Anderung der LDH-Aktivitit. LDHgeferens;: Anderung der
LDH-Aktivitdt im Rezirkulations-Betrieb (zellhaltiges Medium) bei 25 ml/min ohne Einheit;
LDH;g.60: Anderung der LDH-Aktivitit im Rezirkulations-Betrieb (zellhaltiges Medium) bei
25 ml/min mit Einheit; LDH,,.x: Maximal mogliche LDH-Aktivitdt nach kompletter Zelllyse.
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Anhand der LDH-Referenz ist ersichtlich, dass eine Flussrate von 25 ml/min keinen Einfluss auf
die Zellintegritdt ausiibt. Im Vergleich zur maximal moglichen LDH-Aktivitdt von 386+38 U/1 ist
der Anstieg der LDH-Aktivitit um 6+5,2 U/l wihrend der Rezirkulation bei der Antikdrper-
aufreinigung gering. Folglich entstehen in der Einheit wihrend des Beladens keine Scherkrifte, die
zu einer Zerstorung der Zellintegritdt fithren. Eine Abnahme der Zellzahl resultiert folglich nicht

aus einer auftretenden Zelllyse

Adsorptiver Zellrtickhalt

Um die adhdsiven Wechselwirkungen zwischen Zellen und dem Adsorbermaterial genauer zu
untersuchen, wurden statische Versuche in 6-Lochplatten durchgefiihrt. Die Protein A Membran
wurde mit einem Locheisen (Innendurchmesser: 20 mm) ausgestanzt. Die Membranstanzlinge der
Fliche von 3,14 cm® wurden in 6-Lochplatten iiberfiihrt und fiir 2 min mit Bindungspuffer
Adquilibriert. Nach der Aquilibrierung wurden die Stanzlinge in neue 6-Lochplatten iiberfiihrt und
mit je 3 ml zellhaltigem Kulturmedium iiberschichtet (5-10° Zellen/ml). Die Inkubation erfolgte fiir
3 h im Inkubator bei 37 °C auf einem Schiittler bei 400 min™'. Nach der Fixierung mdglicher an der
Membran anhaftender Zellen werden die Membranen mit einer DAPI-Féarbeldsung behandelt
(Vorschrift siche Anhang 6.4.17 und 6.4.18). DAPI (4',6-Diamidin-2-phenyl-indol) ist ein DNA-
bindendes Fluorochrom, das bevorzugt doppelstringige DNA farbt. In den Versuchen wurde es fiir
eine Visualisierung der Zellkerne verwendet.

Abbildung 4.4.13 zeigt die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Protein A Membran nach
der DAPI-Féarbung. Produktionsbedingt weisen die verwendeten Membranen eine glatte und eine
raue Seite auf. Die Bilder A1-A3 zeigen die glatte Seite der Membran. Auf den Bildern B1-B3 ist
die raue Seite der Membran zu erkennen. Als Referenz dienen Bilder der unbehandelten Membran
(A1/B1). Die Bilder A2 und B2 zeigen die Zellkernfarbung direkt nach der Inkubation von 3 h. Die
Bilder A3 und B3 zeigen die Zellkernfarbung nach mehrmaligem Waschen der Membranen mit
Bindungspuffer. Zusitzlich wurden die Stanzlinge nach jedem Waschschritt in neue
Vertiefungenen einer 6-Lochplatte tiberfiihrt. Zellen, die moglicherweise am Boden der Vertiefung
anhafteten, wurden auf diese Weise nicht detektiert.

Die Ergebnisse der Zellkernfarbung zeigen, dass sowohl an der glatten als auch an der rauen
Membranseite eine Zelladhdsion stattgefunden hat (A2/B2). Das Bild B2 zeigt die Anhaftung der
Zellen auf der rauen Membranseite. Es scheint, als wiirden sich die Zellen in dieser faserartigen
Struktur verfangen. Durch mehrmaliges Waschen der Membranstanzlinge mit PBS konnten die

Zellen nahezu vollstidndig entfernt werden (A3/B3).
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Abbildung 4.4.13: DAPI-Farbung der Protein A Membran. Die fluoreszenzmikroskopischen Auf-
nahmen zur Visualisierung der Zellkerne zeigen das Ergebnis nach der Inkubation mit zellhaltigem
Medium (200-fache Vergroferung). A1-A3 zeigen die glatte Seite, B1-B3 die raue Seite der
Membran. Al und Bl zeigen die Farbung der unbehandelten Membran, A2 und B2 zeigen die
Férbung nach der Inkubation von 3 h. A3 und B3 zeigen die Zellkernfiarbung nach mehrmaligem
Waschen der Membran.

In der Literatur ist beschrieben, dass Zellen bei neutralen pH-Werten negativ geladen sind. [162]
Die in diesen Versuchen als Trigermaterial verwendete regenerierte Cellulose, an die liber die
Aktivierung von Aldehydgruppen Protein A-Liganden gekoppelt wurden, schlieft eine mogliche
ionische Wechselwirkung nicht vollstidndig aus. Die Ergebnisse der Zellkernféarbung haben jedoch
gezeigt, dass die Zellen durch mehrmaliges Waschen mit Puffer niedriger Salzkonzentration vom
Tragermaterial entfernt wurden, sodass diese Art der Wechselwirkung auszuschlieBen ist. Ebenso
ist auf der Grundlage der Ergebnisse eine affine Wechselwirkung auszuschlieen. In der Literatur
ist beschrieben, dass bei der Antikdrperaufreinigung mittels Protein A Affinitdt aus einer
Hybridom-Zellsuspension in expanded-bed-Verfahren unter dynamischen Bedingungen kein signi-
fikanter Zellriickhalt beobachtet wurde. [203-205] Eine affine Wechselwirkung zwischen Zelle und
Protein A-Ligand kann demnach vernachléssigt werden.

Die Untersuchung zum adsorptiven Zellriickhalt haben gezeigt, dass eine spezifische Wechsel-
wirkung auszuschlielen ist. Es ist zu vermuten, dass die anfanglich beobachtete Zelladhésion aus
einer schwachen unspezifischen Wechselwirkung herriihrt, denn die Zellen konnten durch ein

Spiilen der Membran leicht entfernen werden.

Mechanischer Zellriickhalt
Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Zelllyse und zur adsorptiven Wechselwirkung der Zellen
mit der Membranoberfliche lassen vermuten, dass die Zellen in der Einheit mechanisch zuriick

gehalten werden. Die nur geringe Zellzahl, die in der Waschfraktion in Versuchen mit der
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Sartobind® Direct Einheit detektiert wurde, bestirkt diese Vermutung. Um die Vermutung zu
verifizieren, wurden nachfolgend verschiedene Versuche durchgefiihrt.

Zunéchst wurde ein Versuche mit einer speziell angefertigten 2,5 ml Direct Einheit ohne Membran
durchgefiihrt. In Anlehnung an die unter Abschnitt 4.4.3 beschriebenen Versuche wurde eine
Suspension von Hybridom-Zellen fiir 60 min bei einer Flussrate von 25 ml/min iiber die Einheit im
Kreis gepumpt. Die Probenahme erfolgte alle 10 min. Es wurde eine Zellzahlbestimmung und eine
Messung der optischen Dichte durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Es wurde weder eine Abnahme
der Lebend-Zellzahl noch der optischen Dichte beobachtet. Der Spacer allein hat also keinen
Einfluss auf den Zellriickhalt.

In weiteren Versuchen wurde der Zellriickhalt in herkémmlichen Sartobind®” Direct Einheiten
untersucht. Wie in den zuvor durchgefiihrten statischen Versuchen sollte hierbei die Membran auf
in der Einheit zuriickgehaltene Zellen nach dem Waschschritt untersucht werden. Da eine
Abnahme der Zellzahl sowohl bei Versuchen mit 2,5 ml Einheiten als auch bei Versuchen mit
25ml Einheiten beobachtet wurde, erfolgte die nachfolgende Untersuchung bei beiden
Modulgroflen. Um ein affine Wechselwirkung zwischen Zellen und Protein A-Liganden voll-
standig auszuschlieBen, wurde in der verwendeten 25 ml Einheit die Grundmembran (regenerierte
Cellulose mit Aldehydfunktionalitit) verwendet. Im Vorfeld der Versuche wurden die reaktiven
Aldehydgruppen der Grundmembran mit einer 1 %igen Natriumborhydridlosung (Standard-
verfahren fiir die Deaktivierung dieser Funktionalitéit) deaktiviert (Vorschrift siche Anhang 6.4.19).
Diese Membran wird nachfolgend als nicht funktionalisierte Membran bezeichnet.

Die Module wurden mit einer Zellsuspension im Rezirkulations-Betrieb beladen und anschlieSend
mit Waschpuffer im single-pass-Betrieb gespiilt. Genaue Angaben der jeweiligen Versuchs-
bedingungen sind in Tabelle 4.4.7 zusammengestellt. Es erfolgte eine Zellzahlbestimmung zum
Startzeitpunkt (t=0 min) und zum Ende der Rezirkulation (t=60 min) sowie in den einzelnen

Waschfraktionen.

Tabelle 4.4.7: Sartobind® Direct. Ubersicht der Versuchsbedingungen fiir die Untersuchung des
mechanischen Zellriickhaltes.

Sartobind” Direct Einheit

. 2,5 ml Einheit 25 ml Einheit
Versuchsbedingungen Protein A Funktionalitit ohne Funktionalitét
Vorlage 50 ml 400 ml
Beladungszeitraum 60 min 60 min
Flussrate 25 ml/min 250 ml/min
Waschfraktion/ 5x5 ml 3x50 ml

Flussrate 5 ml/min 50 ml/min
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Im Anschluss erfolgte die Fixierung moglicher, in der Einheit verbleibender Zellen nach der
Vorschrift im Anhang 6.4.17. Nach der Fixierung wurden die Einheiten gedffnet und die
Membranen vorsichtig vom Spacer getrennt. Drei Abschnitte der Membran und des Spacers
(innerer, duBerer und mittlerer Bereich der vorherigen Wicklung) wurden mit einem Locheisen
(Innendurchmesser: 25 mm/ bzw. 10 mm) heraus gestanzt und in die Vertiefungen einer 6-
Lochplatte/24-Lochplatte tberfiihrt und zur Visualisierung der Zellkerne mit einer DAPI-
Férbelosung behandelt (Vorschrift siche Anhang 6.4.18).

In Abbildung 4.4.14 ist die prozentuale Abnahme der Zellzahl nach 60 min Rezirkulations-Betrieb
der Zellsuspension sowie der Anteil, der in der Waschfraktion insgesamt wieder gefundenen

Zellen, bezogen auf die anfangliche Zellzahl, dargestellt.
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Abbildung 4.4.14: Sartobind” Direct. Prozentualer Zellriickhalt wihrend des Rezirkulations-
Betriebs und Zellriickgewinnung in der Waschfraktion bei Versuchen mit Protein A funktionali-
sierter und nicht funktionalisierter Membran.

Das Ergebnis zeigt, dass durch das Waschen der Module, unabhéngig von der jeweiligen Membran
(funktionalisierte/ nicht funktionalisierte Membran), ein nur geringer Anteil an Zellen aus den
Einheiten gespiilt werden konnte. Die Ergebnisse der Visualisierung der Zellkerne in beiden
Einheiten bestdtigen den Zellriickhalt in der Einheit (siche Abbildung 4.4.15).

In Abbildung 4.4.15 sind exemplarisch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Membran
der 25 ml Einheit des inneren und dufleren Bereichs der Wicklung sowie des Spacers dargestellt.
Das Bild C2 zeigt hierbei zusétzlich eine lichtmikroskopische Aufnahme des Spacer bei 100-facher

VergroBerung.
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Abbildung 4.4.15: Sartobind® Direct. DAPI-Fiarbung der Membran und des Spacers zur
Visualisierung der Zellkerne. Die fluoreszenzsmikroskopischen Aufnahmen zeigen Ausschnitte der
Membran der duleren (glatt, Al; rau B1) und inneren (glatt A2; rau B2) Wicklung und des Spacers
(C2) nach der Beladung einer 25 ml Einheit (nicht funktionalisierte Membran) mit einer Zell-
suspension und nachfolgendem Waschschritt bei 200-facher bzw. 100-facher VergroBerung. C1
zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme des Spacers bei 100-facher VergroBerung.

Anhand der Visualisierung der Zellkerne wurde ein verstarkter Zellriickhalt im Innern des Moduls
mit der nicht funktionalisierten Membran beobachtet. Gleiches wurde bei Verwendung der Protein
A funktionalisierten Membran beobachtet. Dies konnte auf ein inhomogenes Stromungsverhalten
in der Einheit zuriickzufiihren sein oder auf eine mdgliche ungleichmiBige Wicklungsstirke
innerhalb der Einheit. Die Bilder zeigen, dass die faserartig, raue Membranseite einen Zellriickhalt
begiinstigt. Es scheint als wiirden die Zellen in der Faserstruktur zuriickgehalten (vgl. Abbildung
4.4.15 B1 B2). In der Verteilung der Zellkerne in Abbildung 4.4.15 A2 sind dariiber hinaus
Strukturmerkmale zu erkennen, die auf die Form des Spacer hindeuten (vgl. Abbildung 4.4.15 C1/
C2). Vereinzelt wurde eine Zellanhaftung auch auf dem aus Polypropylen-Kunststoff bestehenden
Spacer beobachtet (vgl. Abbildung 4.4.15 C2).

Die identifizierten Strukturabdriicke des Spacer bestdrken die Vermutung eines durch die
Kombination aus Membran und Spacer hervorgerufenen mechanischen Zellriickhaltes, der durch
die faserartige Struktur der Membran zusétzlich unterstiitzt zu werden scheint.

Der Zellriickhalt in der Einheit unter den gegebenen Versuchsbedingungen ist hoch. Die
Riickgewinnung der Zellen in der Einheit durch das Spiilen der Membran fillt gering aus. Um die
Riickgewinnung der Zellen nach dem Beladen der Einheit durch das Waschen des Moduls zu
steigern, wurde in einem weiteren Versuch der Einfluss verschiedener Parameter untersucht.
Hierfiir wurde der zuvor beschriebene Versuch mit einer 25 ml Einheit wiederholt. Nach dem
Beladen wurde die Einheit im single-pass-Betrieb mit 150 ml Puffer bei einer Flussrate von

50 ml/min gespiilt und die Zellzahl in dieser Waschfraktion bestimmt. Im Anschluss wurde die
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Einheit mit weiteren 150 ml Puffer im Rezirkulations-Betrieb fiir je 5 min bei: 1) der 5-fachen
Flussrate, II) nach Umkehrung der FlieBrichtung, III) unter dem Einfluss von Ultraschall gespiilt.
Nach jeder Anderung der Versuchsbedingungen wurde die Zellzahl in der Losung bestimmt.

Abbildung 4.4.16 zeigt das Ergebnis der Zellzahlbestimmung. Es ist der prozentuale Anteil der
Zellen, die in der Einheit wihrend des Beladens zuriickgehalten wurden sowie der prozentuale
Anteil der Zellen, die unter den jeweiligen Bedingungen in der Waschfraktion zuriickgewonnen

wurden, dargestellt.
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Abbildung 4.4.16: Sartobind® Direct. Einfluss verschiedener Parameter auf die Zellriick-
gewinnung. Prozentualer Anteil der in der Einheit zuriickgehaltenen Zellen (Zellriickhalt).
Prozentuale Anteil der Zellen in der ersten Waschfraktion WF (150 ml; 50 ml/min). Prozentualer
Anteil der Zellen, die im Rezirkulationsbetrieb bei I) der 5-fachen Flussrate, II) nach Umkehrung
der FlieBrichtung, III) unter dem Einfluss von Ultraschall zuriickgewonnen wurden WF; - WFy.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass durch die gewahlten Bedingungen nur eine geringe Steigerung
der Zellriickgewinnung erzielt wurde. Der prozentuale Anteil der in den Waschfraktionen

detektierten Zellen bleibt unter einem Wert von 10 %.

Fazit

Bei der Anwendung der Sartobind® Direct Einheiten fiir die Antikorperaufreinigung aus
zellhaltiger Losung wurde ein starker Riickgang in der Zellzahl beobachtet. Es konnte gezeigt
werden, dass die Abnahme der Zellzahl nicht durch eine scherstressbedingte Zelllyse oder durch
eine spezifische Wechselwirkung zwischen Zellen und Trégermaterial hervorgerufen wird, sondern
die Zellen aufgrund der Konstruktion aus Spacer und Membran in der Einheit mechanisch

zuriickgehalten wurden. Eine Zellriickgewinnung durch Spiilen des Moduls unter dem Einfluss
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einer erhohten Flussrate, der Umkehrung der FlieBrichtung sowie dem Einfluss von Ultraschall war

nicht moglich.

Die Probleme, die durch eine irreversible Zellablagerung innerhalb des Moduls auftreten konnen,
sind vielfiltig:

e Zellablagerung konnen zu einer Verdnderung des FlieBverhaltens fiihren und damit zu
einer Verdnderung des Abreicherungsprofils des Proteins. [157] Zudem kann durch
Zellablagerung die aktive Oberflache fiir die Proteinbindung reduziert werden, was zu
einer Abnahme der Bindungskapazitét fithren kann. FlieBbettadsorptionsverfahren bei der
Anionenaustauschchromatographie, haben gezeigt, dass die Bindungskapazitit durch einen
starken Zellriickhalt um 75 % gesunken ist. [203] Im Hinblick auf den Einsatz im
groBtechnischen Mafstab und einer nicht kontrollierbaren Zellablagerung wire die
Bestindigkeit des Aufreinigungsschrittes somit nicht mehr gewéhrleistet.

e Die Bildung eines Biofilms innerhalb der Einheit stellt eine potentielle Gefahrenquelle fiir
die Reinheit des Zielproduktes dar. Die Elution des Zielproduktes wird, abhingig von der
jeweiligen Wechselwirkung, hiufig durch eine Anderung des Salzgehaltes oder des pH-
Wertes herbeigefiihrt. Es ist bekannt, dass Zellen unter dem Einfluss starker Anderungen
des pH-Wertes oder der Salzkonzentration lysieren. [157] Durch den Verlust der
Zellintegritdt werden zellinterne Proteine, DNA und andere Molekiile freigesetzt, die bei
der Elution des Zielproteins zu einer Verunreinigung des Eluates fiihren konnen.

e Fine irreversible Zellablagerung macht das Modul fiir die Wiederverwendung ungeeignet,

da das Risiko der Kontamination erhoht wird.

Erste Ergebnisse der Aufreinigung des Antikorpers aus zellfreier und zellhaltiger Losung haben
gezeigt, dass der Einfluss der Zellen auf die Antikdrperbindung bei der fiir die Versuche gewéhlten
Antikdrperkonzentration und Zelldichte nur gering ist. Dennoch ist eine Blockierung der aktiven
Oberfldchen bei hoherer Zellkonzentration, nicht auszuschlieBen.

Aus den oben genannten Griinden sollte die Verbesserung der Partikelgéingigkeit der Sartobind®
Direct Einheit im Vordergrund stehen, um neben der direkten Produktisolierung aus zellhaltigem

Medium eine 100 %ige Zellabtrennung zu gewéhrleisten.

Verbesserung der Partikelgéngigkeit
In diesem Zusammenhang spielt die Konstruktion des Spacers eine entscheidende Rolle. Wie in
Abschnitt 4.4.2 beschrieben ist die Struktur und die Dicke des Spacer nicht nur entscheidend fiir

die Proteinabreicherung sondern vor allem ausschlaggebend fiir die Partikelgéngigkeit des Moduls.
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Die grobmaschige Struktur und die Dicke des bisher verwendeten netzartigen Spacers sowie der
durch die Konstruktion vorgegebene Verlauf des Fluidstroms innerhalb der Einheit (vgl. Abbildung
4.4.6 B), gewihrleisten eine gute Proteinabreicherung. Fiir die Partikelgéingigkeit der Module
scheint dieser Spacer jedoch ungeeignet. Die Stege des Spacers, die auf der Membran aufliegen,
scheinen bei dem vorgegebenen Fluidstrom eine Barriere bei der Aufreinigung aus zellhaltiger
Lo6sung darzustellen und sorgen vermutlich fiir den starken Zellriickhalt (vgl. Abbildung 4.4.15).

Um den Einfluss des Spacers auf die Partikelgidngigkeit zu untersuchen, wurde in weiterfiihrenden
Versuchen ein vliesartiger Spacer gleicher Dicke anstelle des herkdmmlichen netzartigen Spacers
verwendet. Die faserartige Struktur des ebenfalls aus Polypropylen bestehenden Vlieses soll fiir ein
inhomogenes Stromungsverhalten des Fluids zwischen den Membranwicklungen sorgen und die
Partikelgidngigkeit verbessern. In Abbildung 4.4.17 ist der netzartige Spacer (A) sowie der
vliesartige Spacer (B) dargestellt. Die &duBeren mikroskopischen Aufnahmen zeigen einen

Ausschnitt des jeweiligen Spacers bei 100-facher VergrofSerung.

Abbildung 4.4.17: Struktur des Netz- und Vlies-Spacer. Mikroskopische Aufnahme bei 100-facher
VergroBerung.

Die mit einem Vlies-Spacer ausgestatteten 2,5 ml Einheiten wurden in Anlehnung an die Versuche
in Abschnitt 4.4.3 hinsichtlich der Antikdrperaufreinigung aus zellhaltiger Losung sowie der
Partikelgéngigkeit getestet. Neben der Antikdrperanalytik in der Vorlage, den Wasch- und
Elutionsfraktionen erfolgte eine Bestimmung der Zellzahl sowie der LDH-Aktivitdt wahrend des
Beladens. Abbildung 4.4.18 zeigt das Beladungs- und Elutionsprofils fiir die Aufreinigungen unter
Verwendung von Modulen mit Netz-Spacer und Vlies-Spacer in direktem Vergleich. Die Daten
sind als Mittelwerte einer Dreifachbestimmung dargestellt, d.h. fiir jeden Versuch wurde ein neues

Modul verwendet.
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Abbildung 4.4.18: Sartobind” Direct. Beladungs- (A) und Elutionsprofil (B) zellhaltigem Medium
unter Verwendung einer 2,5 ml Einheit mit netzartigem und vliesartigem Spacer im Vergleich. Die
Daten ergeben sich aus einer Dreifachbestimmung (n=3).

Die hohe Standardabweichung im Beladungs- und Elutionsprofil resultiert aus der auftretenden
Modulvarianz. Die bei der Beladung zu den verschiedenen Zeitpunkten gemessene erhohte,
mittlere Antikdrperkonzentration bei Verwendung des Vlies-Spacers deutet auf eine verminderte
Proteinabreicherung hin. Ein Vergleich der mittleren Proteinausbeute und Wiederfindungsrate hat
jedoch gezeigt, dass die Werte, unabhingig von der Art des Spacers, im Rahmen der
Messungenauigkeit, dhnlich sind (vgl. Tabelle 4.4.8).
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Tabelle 4.4.8: Sartobind® Direct. Vergleich der Ergebnisse der Beladung und Elution bei
Verwendung eines netzartigen und eines vliesartigen Spacers bei der Antikdrperaufreinigung aus
zellhaltiger Losung.

Sartobind” Direct 2,5 ml

Netz-Spacer Vlies-Spacer
Membranfliche [cm’] 125 140
IVIg-Angebot ¢, [mg]” 11,7 £ 0,04 13,1 £0,2
Eluierte Menge IVIg 0,080 £0,0048 0,083 +0,0035
procm [mg/cm’]
IVIg- Ausbeute [ %] 86+ 4,5 72+24
WER [%] 91+2,8 83+ 19
Zellriickhalt [%] 755 21+£10
LDH-Anstieg [U/1] 6,2+5,1 4432

* nach Abzug von 5,7 % IgG,

Im Bezug auf den Zellriickhalt innerhalb der Einheit konnte bei Anwendung des Vlies-Spacers eine
um 70 % verbesserte Partikelgéingigkeit im Vergleich zum Netz-Spacer bei gleichbleibend
niedriger LDH-Aktivitét in der Ausgangslosung erzielt werden. Die dichte, faserartige Struktur des
Vlies-Spacers hat demnach keinen Einfluss auf die Zellvitalitt.

Aus der ungleichméifigen, diinnfaserigen Struktur des Spacers resultiert vermutlich ein anderes
Stromungsverhalten des Fluid innerhalb der FEinheit, als es durch den netzartigen Spacer
hervorgerufen wird. Es ist denkbar, dass die durch die Verteilung der Fasern dichtere Struktur des
Spacers zu einem groBleren mechanischen Widerstand fiihrt, dieser aber gleichzeitig Turbulenzen
im Fluidstrom hervorruft, die eine Ablagerung der Zellen reduzieren.

Zur Visualisierung des Zellriickhaltes in den Einheiten mit vliesartigem Spacer wurden Membran
und Spacer einer Einheit nach der Beladung mit einer DAPI-Férbelosung behandelt (Durchfithrung
siche Anhang 6.4.18). Im Einklang mit dem Ergebnis des reduzierten Zellriickhaltes wurden
insgesamt unabhingig von der Membranstruktur (glatt/rau) deutlich weniger Zellen detektiert, als
bei der Verwendung des Netz-Spacers. In Abbildung 4.4.19 sind exemplarisch die fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen der rauen Membranseite und des Spacers des inneren Bereichs der
Wicklung dargestellt. Es wurde eine schwache Zellablagerung an der rauen Seite der Membran
beobachtet. Dariiber hinaus wurden Zellablagerungen zwischen sehr eng zueinander stehenden
Vliesfasern des Spacers beobachtet. Wiahrend bei der Verwendung des Netz-Spacers der
Zellriickhalt vermutlich aus der Kombination von Membran und Spacer resultierte und nur wenige
Zellen am Spacer selbst anhafteten (vgl. Abbildung 4.4.15), scheint bei Verwendung des Vlies-

Spacer der Zellriickhalt vorrangig durch die Fasern selbst hervorgerufen zu werden.
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Abbildung 4.4.19: Sartobind® Direct. DAPI-Firbung der Membran und des Vlies-Spacers zur
Visualisierung der Zellkerne nach der Beladung. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
zeigen einen Ausschnitt der rauen Membranseite bei 200-facher (A) und einen Ausschnitt des
Spacers bei 100-facher VergroBerung (B), jeweils aus dem inneren Bereich der Wicklung.

Fazit

Bei Verwendung eines vliesartigen Spacers konnte der Zellriickhalt ohne signifikante Verluste in
der Proteinausbeute und Wiederfindung von 75 % auf 20 %, reduziert werden. Zudem hat der
Vlies-Spacer keinen negativen Einfluss auf die Zellvitalitit, was durch die Detektion der LDH-
Aktivitdt vor und nach der Rezirkulation bestétigt werden konnte. Um die Zellablagerung zwischen
eng anliegenden Fasern zu verhindern, miisste die faserartige Struktur des Vlies-Spacers weiter

optimiert werden.

Trotz verbesserter Partikelgéingigkeit der Einheit bei Verwendung des Vlies-Spacers stellen die in
der Einheit irreversibel zuriickgehaltenen Zellen eine potentielle Gefahrenquelle fiir die Reinheit
des Zielproduktes dar. Wie bereits erwihnt kénnen sich plotzliche Anderungen des pH-Wertes oder
der Salzkonzentration negativ auf die Zellvitalitdt auswirken. Die Zellen sterben und es kann zu
einer Zelllyse kommen. Durch den Verlust der Zellintegritdt werden zellinterne Proteine, DNA,
und andere Molekiile freigesetzt, die wihrend der Elution zu einer Verunreinigung des Eluates
fiihren.

Um die Reinheit des Eluates der Versuche mit netzartigem Spacer sowie vliesartigem Spacer zu
iberpriifen, wurden exemplarisch einige der Elutionsfraktionen mittels SDS-Gelelektrophorese
genauer untersucht (Durchfiihrung siehe Anhang 6.4.7). Zusédtzlich wurden Proben der
Ausgangslosung vor und nach der Beladung der jeweiligen Einheit aus zellhaltigem Medium
aufgetragen, um die Abreicherung des IVIgs zu iiberpriifen. Abbildung 4.4.20 zeigt ein 12 %iges
SDS-Gel nach einer Silberfarbung.

Die selektive Abreicherung des Antikdrpers wihrend der Rezirkulation ist deutlich zu erkennen.
Transferrin, als Bestandteil des Mediums, bindet nicht an der Membran (Spur 2/3 und 8/9). Die

Proteinfarbung der Elutionsfraktionen (Spur 4-7 und 10-12) zeigen in beiden Versuchen unab-
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hingig vom Grad des Zellriickhaltes keine Verunreinigungen, die durch zellinterne Proteine

hervorgerufen werden.

kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Netz-Spacer Vlies-Spacer
||
85 — ww —Transferrin
70 — MW ca. 80 kDa
IgG, schwere Kette
0— - - - . MW ca. 50kDa
- IgG leichte Kette
25— MW ca. 25kDa
(1) Protein Marker (8) Ausgangslosung zum Zeitpunkt t,

(2) Ausgangslosung zum Zeitpunktt, (9) Ausgangslosung zum Zeitpunkt t,,
(3) Ausgangslésung zum Zeitpunkt t;, (10) Elutionsfraktion 1

(4) Elutionsfraktion 2 (11) Elutionsfraktion 3

(5) Elutionsfraktion 4 (12) Elutionsfraktion 5

(6) Elutionsfraktion 6 (13) Transferrin Standard 100 pg/ml
(7) Elutionsfraktion 8 (14) IVIg-Standard 500 pg/ml

Abbildung 4.4.20: Reinheit der Elution nach der Antikérperbindung aus zellhaltigem Medium.
12%iges SDS-Gel (Silberfarbung). Visualisierung der Antikorperabreicherung wéhrend des Be-
ladens und der Reinheit der Elution. Vergleich der Aufreinigung mittels Sartobind® Direct mit
Netz- und Vlies-Spacer.

In weiteren Versuchen konnte aber gezeigt werden, dass die Zellen unter den Elutionsbedingungen
(pH 2) lysieren und demnach zu einer Verunreinigung des Eluates beitragen (Daten nicht gezeigt).
Aus diesem Grund ist es von entscheidender Bedeutung, dass die Partikelgéngigkeit der Einheit
gewihrleistet ist. Wichtige GroBen, die Ausschluss iiber die Reinheit des Eluates liefern und in
weiteren Untersuchungen bestimmt werden sollten, sind z. B. die LDH-Aktivitit sowie der DNA-
Gehalt.
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5.  Zusammenfassung und Ausblick

Durch die in den letzten zehn Jahren gestiegende Nachfrage nach biotechnologisch hergestellten
Produkten aus Saugetierzellen besteht die Notwendigkeit, die Produktionskapazititen und die
Effizienz der Prozesse zu erhohen. Monoklonale Antikorper, die unter anderem als Therapeutika
bei der Behandlung zahlreicher Krankheiten Einsatz finden, spielen in diesem Zusammenhang eine
entscheidende Rolle. Sie zdhlen zu der am schnellsten wachsenden Gruppe von Biopharmazeutika.
Die Anforderungen, die an einen Produktionsprozess mit Sdugetierzellen gestellt werden, sind
hoch. Um die Kapazitit und Effizienz derartiger Prozesse zu steigern, muss jeder einzelne
Prozessschritt optimiert werden. Neben der Weiterentwicklung der Reaktortechnik und einer
Verbesserung der Expressionssysteme unterstiitzen die speziell fiir eine serumfreie Kultivierung
entwickelten, chemisch definierten Medien in industriellen Produktionsprozessen das Wachstum
und die Produktion der Sdugetierzelllinien. Komplexe Vorgénge bei der Produktion und steigende
Produkttiter erhdhen gleichzeitig den Bedarf nach einer verbesserten Prozessbeobachtung und
Regelung. Gleichbleibende Produktqualitit und Ausbeuten sind essentielle Faktoren fiir eine
effektive Prozessfithrung. Daher ist es notwendig, in effizientere und schnelle Aufreinigungs-

strategieen zu investieren, um Zeit und Kosten des Produktionsprozesses zu senken.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vor diesem Hintergrund verschiedene, im Hinblick auf einen
Produktionsprozess relevante, Prozessschritte am Beispiel der Kultivierung Antikorper
produzierender Sdugetierzellen untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser
Untersuchung, thematisch gegliedert und zusammengefasst sowie ein Ausblick fiir weiterfithrende

Untersuchungen gegeben.

Adaption der Hybridom-Zellen an serumfreie Kulturbedingungen

In dieser Arbeit wurde die Antikorper produzierende Hybridom-Zelllinie IV F19.23 kultiviert und
im Hinblick auf die spitere Aufreinigung an serumfreie Kulturbedingungen adaptiert. Nach der
Wahl eines geeigneten Mediums erfolgte die Adaption an serumfreie Kulturbedingungen. Es
konnte gezeigt werden, dass eine sequentielle Adaption der Zellen an das fiir Hybridom-Zellen
optimierte Medium nicht ndtig war. Eine serumfreie Kultivierung war unter den gegebenen
Bedingungen ohne Einschrinkung in der Zellproliferation und mit nur geringfiigigen
ProduktivititseinbuBBen moglich (vgl. Tabelle 4.1.1, Seite 38). Der im Vergleich zum serumhaltigen
Medium minimale Proteingehalt und die damit verbundene relativ hohe Reinheit des Produktes
nach Ende eines Kultivierungsprozesses sollten einen Aufreinigungsprozess des Antikorpers

vereinfachen und dadurch eine hohe Kostenquelle der Produktion reduzieren.
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Im Hinblick auf die Produktausbeute in einen Produktionsprozess miisste in weiterfiihrenden
Arbeiten die Produktivitit der Hybridom-Zelllinie bei der Kultivierung in serumfreien Medium
gesteigert werden. Die im Rahmen der Arbeit berechnete Produktivitét stellt nur einen Mittelwert
der Produktivitit der Gesamtpopulation dar. Das Produktionsverhalten individueller Zellen
innerhalb der Population ist oftmals sehr heterogen. Eine durchflusszytometrische Analyse kdnnte
in diesem Zusammenhang die Bestimmung der Produktivitit einzelner Zellen innerhalb der
gesamten Zellpopulation ermdglichen. Die Selektion identifizierter hochproduzierender Zellen
wire mittels FACS (fluorescent activated cell sorting) in weiterfithrenden Arbeiten eine sinnvolle
Strategie, um eine homogene Population besonders produktiver Hybridom-Zellen zu erhalten und

die IgG-Produktion auf diese Weise zu steigern.

Anwendung der 2D-Fluoreszenzspektroskopie

Aufgrund der komplexen Vorgédnge bei der Produktion rekombinanter Produkte ist eine
empfindliche und selektive Analytik ndtig, die eine simultane Detektion verschiedener Prozess-
groflen in Echtzeit erlaubt. In dieser Arbeit wurde die Einsatzmoglichkeit der 2D-Fluoreszenz-
spektroskopie fiir eine Online-Analytik der Kultivierung einer Antikérper produzierenden CHO-
Zelllinie aufgezeigt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Anwendung der 2D-Fluoreszenz in Kombination mit
chemometrischer Datenauswertung (Hauptkomponentenanalyse und PLS1-Regression) fiir eine
quantitative, zeitnahe und nicht-invasive Bestimmung einzelner Prozessgroflen unter den gewéhlten
Bedingungen (Medium, Zelllinie, Kulturbedingungen) moglich war.

Wichtige Prozessgroflen wie der Konzentrationsverlauf des Zielproduktes (IgG), der Verlauf der
Glukose- und Glutaminkonzentration sowie die LDH-Aktivitit im Medium konnten mit einem
mittleren Fehler < 8 % bei guter Korrelation (R*> 0,96) vorhergesagt werden, obwohl einige dieser
GroBen keine Eigenfluoreszenz aufweisen (vgl. Tabelle 4.2.2, Seite 56). Die Erstellung der
Modellbildung wurde fiir jede ProzessgrofBe individuell durchgefiihrt, basiert aber auf der gleichen
Spektrengrundlage, sodass eine simultane Detektion dieser Prozessgrofen aus dem Informations-
gehalt der Spektren moglich ist. In Kombination mit einer stabilen Modellbildung konnte dieser
Sensor moglicherweise die Offline-Analytik dieser ProzessgroBen ersetzen. Fiir standardisierte,
sich wiederholende Kultivierungsprozesse unter identischen Bedingungen, wie sie in der
industriellen Produktion auch bei Tierzellkultivierungen durchgefiihrt werden, konnte die
Anwendung des BioView" Sensors demnach zu einer verbesserten Prozessiiberwachung und
Regelung beitragen.

Abhingig von den Kultivierungsdaten, die einen zum Teil sehr heterogenen Verlauf aufzeigten,
wurden jedoch Unterschiede in der Giite der Vorhersage einzelner Prozessgrofien beobachtet. So

war eine akzeptable Vorhersage der Zellzahl, insbesondere der Anzahl toter Zellen, sowie die
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Vorhersage der Laktatkonzentration unter den gegebenen Bedingungen nicht moglich. Ein
moglicher Grund der schlechten Vorhersage liegt in dem Fehler der Offline-Analytik. Sind die
Daten, die in die Modellbildung einflielen, mit einem durchschnittlich groBen Fehler behaftet, so
konnen bei der Korrelation der Daten mdglicherweise Fehlinformationen in die Modellbildung
einflieBen, die die Vorhersage der jeweiligen ProzessgroBe erschweren. Dariiber hinaus ist es
moglich, dass der Informationsgehalt, der fiir eine akzeptable Vorhersage dieser Prozessgrofie

notwendig wére, nicht in den Fluoreszenzdaten enthalten ist.

Um die Stabilitdt der Modelle zukiinftig zu erhéhen, miissten weitere Kultivierungslédufe unter
identischen Kulturbedingungen in die Modellbildung einflieBen. Hierbei konnte eine mehrmalige
Probenahme sinnvoll sein. Sind die enthaltenen Informationen relevant, so wiirde ein groBerer
Datensatz bzw. eine groflere Menge an Informationen, die in die Modelle einflieBen, eine hohere
Giite in der Vorhersage gewéhrleisten. Um die breite Anwendung der Analytik bei Produktions-
prozessen mit Saugetierzellen zu untersuchen, sollte in weiterfiihrenden Versuchen der Einfluss
verschiedener Zelllinien, Medien und Kultivierungsbedingungen (batch-, fed-batch-, Perfusions-
Betrieb) genauer untersucht werden. Dariiber hinaus wére die Anwendung anderer Auswertungs-
verfahren, wie z.B. die Anwendung neuronaler Netze sinnvoll, um die Giite der Vorhersage
einzelner ProzessgroBen zu verbessern. Da die Fluoreszenz von zahlreichen Faktoren beeinflusst
wird, ist es in diesem Zusammenhang wichtig, die Kultivierungsprozesse unter streng definierten

Bedingungen (z.B. Medienzusammensetzung) durchzufiihren.

Simultane Proteinanalytik in Kulturtberstdnden

Dariiber hinaus wurden verschiedene HPLC basierte Methoden auf ihre Anwendbarkeit zur
Trennung und simultanen Detektion von Antikorpern und anderen Medienproteinen wie Insulin
und Transferrin untersucht. Die Versuche wurden beispielhaft an der Kultivierung der Antikdrper
produzierenden Hybridom-Zelllinie durchgefiihrt. Hierbei wurden zunichst auf Sdulenchromato-
graphie basierende Methoden wie die reversed-phase und die GroBenausschlusschromatographie
untersucht.

Eine Auftrennung der Proteine aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften war nicht mdglich.
Ebenso stellte sich die Trennung der Proteine iiber eine GroBenausschlusschromatographie trotz
ihres unterschiedlichen Molekulargewichts als schwierig heraus. Mit beiden Methoden wurde eine
nur unzureichende Trennung der Proteine erzielt. Zudem lagen die im Kulturiiberstand enthaltenen
Proteinkonzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze.

Eine Alternative zur herkdmmlichen Séulenchromatographie bietet die high performance
monolithic disk-Chromaographie (HPMDC). Die in Form sogenannter CIM*Disks erhiltlichen

Chromatographiematerialen unterschiedlicher Funktionalitit bieten den Vorteil niedriger
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Analysezeiten. Unter Anwendung einer Affinitdts-Disk in Kombination mit einer Ionen-
austauscher-Disk konnte eine sogenannte conjoint liquid chromatograpy-Methode (CLC) ent-
wickelt werden. Hierfiir wurden eine Protein G-Disk und eine CIM-QA -Disk in einer Halte-
vorrichtung platziert. Unter optimierten Bedingungen erfolgte die selektive Bindung des
Antikorpers an die Protein G-Disk, wihrend Insulin und Transferrin eine Wechselwirkung mit der
QA-Disk eingehen konnten. Unter Anwendung eines Zweistufengradienten zur selektiven Elution
konnte eine komplette Trennung der Proteine innerhalb von 10 min erreicht werden (vgl.
Abbildung 4.3.7, Seite 72). Durch die Flexibilitdt des Injektionsvolumens an der priparativen
HPLC konnte am Beispiel des Antikorpers gezeigt werden, dass eine quantitative
Konzentrationsbestimmung auch fiir geringe Proteinkonzentrationen im pg/ml Bereich mdglich ist
(vgl. Abbildung 4.3.8 Seite 73). Angesichts der Ergebnisse ist das basierend auf der Anwendung
monolithischer Disks entwickelte CLC-System fiir eine Detektion der Einzelproteine im
Kulturiiberstand einsetzbar. Dabei ist zu bertlicksichtigen, dass die Salzkonzentration des Mediums
die Proteinbindung an der QA-Disk unterbinden kann. Abhingig vom Bindungsverhalten des

Proteins kann demnach im Vorfeld der Analyse eine Entsalzung der Probelosung erforderlich sein.

Fiir die Anwendung der CLC-Methode bei der schnellen Analytik von Insulin, Transferrin und des
Antikorpers sollte in weiteren Versuchen eine Optimierung hinsichtlich der Analysenzeit erfolgen.
Zudem miisste das Detektionslimit der einzelnen Proteine genauer untersucht werden. Aufgrund
der flexiblen Kombination verschiedener Funktionalitdten ist das CLC-System auch fiir andere
Fragestellungen interessant. In weiterfilhrenden Versuchen sollte demnach die Anwendung fiir
andere Proteine untersucht werden. Im Hinblick auf eine mdgliche Sensor-Prozess-Kopplung, fiir
die Online-Uberwachung von Kultivierungsprozessen, wire eine Kombination mit einer
FlieBinjektionsanalyse (FIA) denkbar. Die Anwendbarkeit in einer FIA sollte demnach Gegenstand

weiterer Untersuchungen sein.

Aufreinigung von Antikérpern mittels neuartiger Membranadsorbertechnologie

Im Hinblick auf die Steigerung der Effizienz von Aufreinigungsprozessen in der Antikorper-
produktion wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neuartiges Modul auf Basis der Membran-
adsorbertechnologie untersucht. Der Prototyp der Sartobind® Direct Einheit dient der direkten
Produktisolierung aus zellhaltiger Losung. Das Ziel des Verfahrens ist die Kombination der
Partikelabtrennung, der Produktisolierung, Reinigung und der Aufkonzentrierung in einem
Prozessschritt. Die Versuche wurden mit der an serumfreie Bedingungen adaptierte Hybridom-
Zelllinie IV F19.23 durchgefiihrt. Aufgrund des niedrigen Produkttiters der Zellen erfolgte die
Evaluierung mit einem Modell-Antikorper, dessen Konzentration im Kulturiiberstand unter

Anwendung einer SEC-Analytik erfolgte.
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In statischen Versuchen aus zellfreier Losung wurde eine maximale statische Bindungskapazitit
der Protein A modifizierten Membran von ca. 0,2 mg/cm’ bestimmt. Die hohen affine
Wechselwirkung wurde durch die ermittelte Dissoziationskonstante von 2,2-107 mol/l bestitigt.
Unabhingig von der gewihlten Temperatur erfolgte die vollstindige Adsorption des Antikorpers
an der Membran innerhalb von 2 h (vgl. Abbildung 4.4.2, Seite 78 und Abbildung 4.4.3, Seite 80).
Fiir die Evaluierung der Antikérperaufreinigung aus zellhaltiger Losung wurden Sartobind® Direct
2,5ml Module mit einem netzartigen Spacer verwendet, der neben einer schnellen
Proteinabreichung eine gute Partikelgdngigkeit gewahrleisten sollte. Die Untersuchungen zur
Bindung des Antikorpers aus zellfreier und zellhaltiger Losung haben ergeben, dass die Zellen
einen nur minimalen FEinfluss auf die Antikérperbindung ausiiben. Neben einer hohen
Produktausbeute konnte unabhéngig von der Ausgangslosung eine akzeptable Wiederfindungsrate
groBer 90 % erzielt werden (vgl. Tabelle 4.4.5, Seite §9).

Die Untersuchung der Partikelgdngigkeit der Module hat ergeben, dass wihrend des Beladens der
Einheit ein Zellriickhalt von 75 % stattgefunden hat (vgl. Abbildung 4.4.11, 92). Die Abnahme der
Zellzahl wird dabei nicht durch eine scherstressbedingte Zelllyse oder durch eine spezifische/
unspezifische Wechselwirkung zwischen Zellen und der Protein A Membran hervorgerufen,
sondern die Zellen werden aufgrund der Konstruktion aus Spacer und Membran in der Einheit
mechanisch zuriickgehalten. Eine Zellriickgewinnung durch Spiilen des Moduls unter dem Einfluss
einer erhohten Flussrate, der Umkehrung der FlieBrichtung sowie dem Einfluss von Ultraschall war
nicht moglich.

Die Probleme, die durch eine irreversible Zellablagerung innerhalb des Moduls auftreten konnen,
sind vielfdltig. Demnach stand in weiteren Versuchen die Optimierung der Partikelgdngigkeit der
Einheit im Vordergrund. Die Art des Spacers hat dabei eine entscheidende Funktion. So konnten
bei Verwendung eines faserartigen Vlies-Spacers gleicher Dicke bei vergleichbarer niedriger
Zelllyse, Proteinausbeute und Wiederfindungsrate eine um 70 % verbesserte Partikelgidngigkeit
gegeniiber dem netzartigen Spacer erzielt werden (vgl. Tabelle 4.4.8, Seite 103).

Die nach wie vor bestehende irreversible Zellablagerung in der Einheit kann bei den harschen
Elutionsbedingungen jedoch zu einer Zellschddigung und damit zu einer Verunreinigung des
Eluates fiihren. Der Anforderung, eine 100 %ige Partikelabtrennung bei gleichzeitiger Produkt-
isolierung, Reinigung und Aufkonzentrierung in einem Prozessschritt zu gewéhrleisten, konnte die
Sartobind® Direct Einheit bei der Anwendung zur Aufreinigung von Antikdrpern aus zellhaltiger
Losung nur bedingt gerecht werden. Der trotz verbesserter Partikelgingigkeit bei Verwendung
eines Vlies-Spacers auftretende irreversible Zellriickhalt stellt hierbei das grofite Problem dar.
Dennoch ist dieses Modul eine viel versprechende Entwicklung, die nach weiterer Optimierung fiir

eine direkte Aufreinigung Anwendung finden konnte.
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Obwohl der Einfluss der Zellen auf die Antikorperbindung bei der fiir die Versuche gewéhlten
Antikdrper- und Zellkonzentration nur gering war, ist eine Blockierung der aktiven
Membranoberflachen bei hoherer Zellkonzentration nicht auszuschliefen. Um genauere Aussagen
iiber den Einfluss der Zellen auf das Bindungs- und Elutionsverhalten, die Antikorperausbeute und
Wiederfindungsrate treffen zu kdnnen, miissten die Versuche mit einer Antikorperkonzentration
nahe der maximalen Bindungskapazitdt und hoéherer Zelldichte wiederholt werden. Um die
Abreicherungsgeschwindigkeit unter den gegebenen Bedingungen zu steigern, konnte die Flussrate
bei der Beladung der Einheit erhdht werden. Hierbei miisste jedoch zuvor der Einfluss der Flussrate
auf die Zellvitalitdt bestimmt werden, um eine mogliche Zellschdadigung zu verhindern. Dariiber
hinaus miissten die Elutionsbedingungen optimiert werden, um den Aufkonzentrierungseffekt zu
steigern. Ein moglicher Ansatz wire die Elution nicht im single-pass-Betrieb, sondern ebenfalls
wie die Beladung, im Rezirkulations-Betrieb durchzufiihren. Auf diese Wiese konnte das
Elutionsvolumen minimiert werden.

Um sicherzustellen, dass diese Art der Aufreinigung dariiber hinaus zu keinem Verlust der

biologischen Aktivitit des Zielproduktes fiihrt, wiren diese in weiteren Untersuchungen zu priifen.

Der Zellriickhalt kann bei einer Lyse der Zellen zu einer Verunreinigung des Produktes mit
intrazelluldren Proteinen fiithren. Dies ist flir nachfolgende Aufreinigungsschritte entscheidend und
sollte in weiteren Versuchen genauer untersucht werden. Hierbei sollten vor allem die Detektion
des DNA-Gehalts, der LDH-Aktivitdt sowie der Anteil von zelleigenen Proteinen oder Endo-
toxinen in der Elution, aber auch wéhrend der Beladung in der Ausgangslosung im Vordergrund
stehen.

Im Hinblick auf die Widerverwendbarkeit der Module im Speziellen bei der Verwendung teurer
Protein-A-Membranfunktionalititen wire eine Optimierung der Partikelgéngigkeit notwendig. In
weiteren Versuchen sollten daher die Beschaffenheit des vliesartigen Spacers auf seine
Durchléssigkeit hin optimiert werden. Zudem miissten Bindungs- und Elutionsverhalten verbessert

werden, um Zeit und Kosten zu sparen und den Aufkonzentrierungseffekt zu verstirken.
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6. Anhang

6.1. Medien und Puffer

Alle im Folgenden beschriebenen Medien und Puffer werden mit deionisiertem Wasser (ARIUM,
Sartorius AG, Gottingen) hergestellt, welches im Folgenden mit ddH,O bezeichnet wird.

DMEM/Ham’s F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Die 1:1 Mischung dieser Medien erhoht durch Zugabe des DMEM den Nahrstoffgehalt des Ham's
F-12. Das Pulver wurde mit NaHCO3 nach Herstellerangabe versetzt und mit 1 M HCI auf einen
pH-Wert von 7,2 eingestellt. Anschlieend wurde das Medium steril filtriert. Dabei erhoht sich der
pH-Wert um 0,1-0,2 pH-Einheiten.

PBS-Puffer (10 mM, pH 7,4)
140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 7,2 mM Na,HPO,, 14,7 mM KH,PO,

6.2. Zelllinien

Hybridom-Zelllinie

Die Suspensions-Zelllinie IV F19.23 wurde von Schmieding et al. hergestellt. [206] Die Zellen, die
einen monoklonalen Antikdrper (IgG;) gegen Penicillin G Amidase aus E .coli ATCC 11105
produzieren, sind nach Immunisierung von Balb/c-Mé&usen mit gereinigter Penicillin G Amidase

aus der Fusion der Milzzellen mit PAI/O Myelomzellen hervorgegangen.

CHO-Zelllinie

Die von der Firma Roche Diagnostics GmbH (Penzberg) zur Verfligung gestellte, in Suspension zu
kultivierende Zelllinie dient fiir die Untersuchung der Anwendung der 2D-Fluoreszenz-
spektroskopie flir die Prozessiiberwachung. Aus Griinden der Vertraulichkeit werden an dieser

Stelle keine genauen Angaben {iber die Zelllinie und den von ihr produzierten Antikérper gegeben.

6.3. Modell-Proteine

Intravendses Immunglobulin (1VIg)
Der humane, polyklonale Antikdrper IVIg wurde als Losung mit einer Konzentration von 50 mg/ml

verwendet. Der polyklonale Modell-Antikorper IVIg setzt sich aus den vier Isotypen von
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Immunglobulin G (IgG) zusammen: [gG; (64,6 %), 1gG, (28,6 %), IgG; (5,7 %) und 1gG,4 (1,1 %),

wobei der Gesamtgehalt an IgG 98 % vom Gesamtprotein ausmacht.

Insulin
Humaninsulin wurde als Losung in HEPES-Puffer, 25 mM, pH 8,2 mit einer Konzentration von

10 mg/ml Insulin von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) verwendet.

Transferrin
Aus dem Feststoff Humantransferrin von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
wurde eine Stammldsung in ddH,O mit 20 mg/ml Transferrin hergestellt, aliquotiert und bei -18 °C

aufbewahrt.

6.4. Methoden

6.4.1. Stammkultivierung der Zelllinien

Hybridom-Zelllinie

e Serumbhaltig: Die Hybridom-Zellen wurden in DMEM/Ham’s F-12 (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) versetzt mit 5 % Pferdeserum, 10 % Penicillin (100 U/ml), 10 %
Streptomycin (100 pg/ml) und 10 % Glutamin (200 mM) kultiviert.

e Serumfrei: Fiir die Adaption an serumfreie Kulturbedingungen wurden drei serumfreie Medien
untersucht. Panserin™ PX10 und Panserin™ PX401 der Firma PAN Biotech GmbH
(Aidenbach) und das Medium Gibco™ Hybriodma-SFM der Firma Invitrogen (Karlsruhe). Es
handelt sich hierbei um serumfreie, proteinarme Medien. Fiir die Kultivierung der Zellen
wurden diese Medien mit 10 % Penicillin (100 U/ml), 10 % Streptomycin (100 ug/ml) versetzt.
Neben unbekannten Substanzen enthalten die Medien unterschiedlich hohe Anteile an Glukose

und Glutamin.

CHO
Die Kultivierung der CHO-Zelllinie erfolgte in einem von der Firma Roche speziell angefertigten,
serumfreien Medium unbekannter Zusammensetzung ohne Zusatz von Antibiotika. Es wurde ein

Anzuchtsmedium sowie ein Fermentationsmedium zur Verfiigung gestellt.

Kultivierung
Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Der Inhalt
des Kryorohrchens wurde in 20 ml vorgelegtes Kulturmedium iiberfiihrt und bei 220 g fiir 8§ min

zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, um das cytotoxisch wirkende Dimethylsulfoxid



114

(DMSO) zu entfernen. Die jeweiligen Zellen wurden in Kulturmedium resuspendiert. Die
Stammkultivierung erfolgte in Spinnerflaschen (125 ml, 250 ml) in einem Inkubator bei 37 °C in
einer feuchten 5 %iger CO,-Atmosphire bei einer Riihrgeschwindigkeit von 25 min™.

e Die Animpfdichte der Hybridom-Zellen betrug 1,5-10° Zellen/ml. Die Zellen wurden alle 2-3
Tage passagiert, um ein dauerhaftes Wachstum ohne Substratlimitierung aufrecht zu erhalten.
Dazu wurden die Zellen bei 400 g 3 min zentrifugiert und in frischem, 37 °C warmen Medium
aufgenommen.

e Die Animpfdichte der CHO-Zellen betrug 4-10° Zellen/ml. Das Passagieren der CHO-Zellen
erfolgte in der exponentiellen Wachstumsphase alle 3-4 Tage. Dazu wurden die Zellen bei

220 g fiir 8 min zentrifugiert und in frischem, 37 °C warmen Medium aufgenommen.

6.4.2. Kryokonservierung der Zelllinien

Die langfristige Lagerung der Zellen erfolgt bei -196 °C in fliissigem Stickstoff. Die Hybriom-
Zellen wurden im jeweiligen Kulturmedium (serumbhaltig/ serumfrei) mit 10 % (v/v) DMSO und
mit einer Zelldichte von 1,5-10” Zellen/ml pro Kryordhrchen eingefroren.

Die CHO-Zellen wurden in Kulturmedium mit 8 % (v/v) DMSO mit einer Zelldichte von
2107 Zellen/ml pro Kryordhrchen eingefroren. Der Einfriervorgang erfolgte hierbei iiber Nacht in
einem mit Isopopanol gefiillten Behiltnis bei -80 °C, um die Zellsuspension langsam abzukiihlen.

Nach 24 h wurden die Zellen zur Lagerung in fliissigem Stickstoff iiberfiihrt.

6.4.3.  Anlegen einer Master- und Arbeitszellbank

Vor Beginn der Versuchsreihe wurden die Zellen nach dem Ankultivieren einmal passagiert. Auf
diese Weise wird eine stabilere Kultur als nach dem Auftauen erhalten. Um die Anzahl der
Passagen gering zu halten und einem mdglichen Produktivititsverlust vorzubeugen, wurden im
Vorfeld der Versuche Zellbinke angelegt. Nach dem Ankultivieren der Zellen wurde aus einer
stabil wachsenden Kultur eine sogenannte Masterzellbank nach der in Abschnitt 6.4.2
beschriebenen Vorgehensweise angelegt. Eine dieser Kulturen wurde aufgetaut und erneut
ankultiviert. Nach zwei Passagen wurde aus dieser Kultur eine weitere Zellbank, die sogenannte
Arbeitszellbank angelegt. Um gleiche Ausgangsbedingungen fiir die jeweiligen Versuche sicher
zustellen, wurde fiir jede Versuchsreihe auf diese Arbeitszellbank zuriickgegriffen und eine neue

Vorkultur angesetzt.

6.4.4.  Kultivierung der Hybridom-Zelllinie in Spinnerflaschen

Die Vorkulturen wurden in 125 ml-Spinnerflaschen mit 50 ml Medium kultiviert. Nach Erreichen

der exponentiellen Phase wurden die Zellen in eine 250 ml-Spinnerflaschen mit 100 ml Medium
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passagiert. Das Animpfen der Spinnerkulturen fiir die Versuche erfolgte mit einer Zelldichte von
1,5-10° Zellen/ml. Die Kultivierung erfolgte im Inkubator bei 37 °C und 5 %iger CO,-Atmosphire.
Die Zellen wurden mit einer Riihrgeschwindigkeit von 25 min" in Suspension gehalten. Der
Gasaustausch fand iiber den Kopfraum der Kulturflasche statt. Fiir die Versuche wurden jeweils
drei 250 ml-Spinnerflaschen mit 100 ml Medium befiillt um eine Dreifachbestimmung
durchzufithren. Die Probenahme erfolgte einmal téglich. 1 ml Probe wurde entnommen. Prozess-
groflen wie Zellzahl (lebend/tot), Vitalitit, Glukose, Laktat, die Aminosdure Glutamin und die IgG-

Konzentration wurden nach den in Abschnitt 6.4.6 beschriebenen Methoden bestimmt.

6.4.5. Kultivierung der CHO-Zelllinie im 400 ml Edelstahlreaktor

Die Vorkulturen wurden in 250 ml-Spinnerflaschen mit 100 ml Anzuchtsmedium kultiviert. Nach
Erreichen der exponentiellen Phase (in der Regel alle 3 Tage) wurden die Zellen in zwei 250 ml-
Spinnerflaschen mit einer Animpfdichte von 4-10° Zellen/ml iiberfiihrt.

Aus der Vorkultur wurde der Reaktor mit 6:10° Zellen/ml in 375 ml Fermentationsmedium
angeimpft. Die Kultivierung erfolgt bei 37 °C, pH 7, 85 min™, bei einem Gelostsauerstoffanteil von
50 %. Im Abstand von 12 h wurden 3 ml Probe entnommen. Die Konzentration folgender
ProzessgroBen wurden wéhrend der Kultivierung nach den in Abschnitt 6.4.6 beschriebenen
Analyseverfahren bestimmt: Zellzahl (lebend/tot), Glukose, Laktat, Laktatdehydrogenase (LDH)
nach dem Testprinzip 1, und die Aminoséuren Glutamin und Glutamat. Die Proben fiir die spétere
Antikorperanalytik wurden bei — 80 °C gelagert. Die Analytik des Antikorpers wurde mittels
Protein A Affinitdtschromatographie von der Firma Roche selbst durchgefiihrt. Eine genaue

Durchfiihrung ist nicht bekannt.

6.4.6. Offline-Analytik

Zellzahlbestimmung

100 pl Zellprobe wurden 1:1 mit einer 0,4 %igen Trypanblau-Losung gemischt. Der Farbstoff
diffundiert durch die defekte Zellmembran toter Zellen, sodass eine Unterscheidung zwischen
lebenden und toten Zellen moglich ist. Die Zellsuspension wird in eine Neubauerzihlkammer
pipettiert und unter einem Phasenkontrastmikroskop (Qlympus bei 200facher VergrofBerung
ausgezédhlt. Um Fehler durch z.B. mangelnde Durchmischung zu minimieren, wurde aus vier

Ziahlungen der Mittelwert gebildet. Die Berechnung der Zellzahl erfolgt nach folgender Gleichung:

Zelldichte (Zeuenj

ml

Zellzahl
Zahl der GroBquadrate

J-2-104-mll
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Aus dem Quotienten der Lebend-Zellzahl und der Gesamtzellzahl wurde die Vitalitidt [%]

bestimmt.

Glukose-/ Laktatbestimmung

Die Konzentrationen an Glukose und Laktat im Kulturiiberstand wurden nach Zellzentrifugation
(3 min, bei 400 g) mit dem YSI 2700 SELECT Analyzer (YSI Yellow Springs Instruments, OH,
USA) ermittelt.

Aminoséure HPLC

Die Konzentrationen der Aminosduren Glutamin und Glutamat im Kulturiiberstand wurden mittels
RP-HPLC (C18 Séule, 5 um, 3,9x150 mm, Waters Resolve) nach Vorsdulen-Derivatisierung mit
Ortho-Phtaldialdehyd (Opa) ermittelt. Probenvorbehandlung: Zur Fillung der unerwiinschten
Proteine wurden 100 pl zellfreier Kulturiiberstand in 400 pl eiskaltes Methanol getraufelt. Durch
die Lagerung bei -20 °C fiir 24 h wurde die Féllung vervollstindig. Die gefillten Proteine wurden
zentrifugiert (1000 g, 3 min) und der Uberstand mit Boratpuffer entsprechend verdiinnt (pH 10).

Verwendte Puffer und Losungen:

e OPA-Reagenz: 270 mg Ortho-Phtaldialdehyd wurde in 5 ml Ethanol aufgeldst. 200 pl
Mercaptoethanol wurden zugefiigt und mit 0,4 M Boratpuffer (12,36 g Borsdure/500 ml)
pH 9,5 auf 50 ml aufgefiillt.

e Eluent A: 13,6 g Natriumacetat-Trihydrat und 12,0 g Natriumdihydrogenphosphat
(wasserfrei) wurden in 2 1 ddH,0 gelost. 5 ml 10 M NaOH werden zugegeben und mit der
NaOH auf pH 7 eingestellt. Die Losung wurde filtriert. 42 ml THF und 42 ml MeOH
werden zugegeben.

e FEluent B: 54 % MeOH und 46 % ddH,0 (v/v).

Laufbedingungen: Flussrate 1 ml/min; 30 °C

Detektion: Fluoreszenzdetektor RF-10AXL (Shimadsu, Duisburg) bei Ex 330/ Em 420 nm

Tabelle 6.4.1: Losemittelgradient fiir die Aminosaure HPLC.

Zeit [min]  Eluent A [%] Eluent B [%)]

0 100 0
50 0 100
55 0 100
60 100 0

67 100 0
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Bestimmung der Laktatdehydrogenase-Aktivitat

Informationen iiber Zellschddigung lassen sich durch die Bestimmung intrazelluldirer Enzyme
erhalten, die durch Verletzung der Zellmembran bzw. Zellkompartimente (durch z.B. Scherstress)
in das Medium abgegeben werden. Eines der intrazelluliren Enzyme ist die Laktatdehydrogenase
(LDH), die im Cytoplasma der Zelle vorkommt und nach einer Zellschidigung im Medium
nachweisbar ist. Die Bestimmung der LDH-Aktivitdt im Kulturiiberstand gibt einen Hinweis auf
den Anteil lysierter Zellen. Die Bestimmung der LDH-Aktivitdt im Kulturmedium wurde in dieser
Arbeit auf zwei verschiedene Arten bestimmt. Die jeweiligen Testprinzipien wurden nachfolgend

vorgestellt.

Testprinzip 1
Die Bestimmung der LDH-Aktivitdt in den Kulturiiberstinden der CHO-Kultivierungen erfolgte
iiber die Methode der Anfangsgeschwindigkeit. Das Testprinzip beruht auf einer enzymatischen

Reaktion. In Anwesenheit von LDH wird NADH zu NAD" oxidiert, Pyruvat zu Laktat reduziert.

LDH
Pyruvat + NADH ——" Laktat + NAD"

Das Gleichgewicht liegt weit auf der Seite von Laktat und NAD'. Die Geschwindigkeit der
NADH-Abnahme wird photometrisch bestimmt und ist der LDH-Aktivitét proportional. Messgrofie
ist die Extinktion bei 340 nm.

Verwendete Puffer und Losungen:
e 70 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4
e 4 mM Pyruvat-Losung
e 0,7 mM NADH-L6sung (NADH vor dem Abwiegen auf RT bringen)

Vorbereitung:

e Zentrifugierte Kulturproben diirfen zuvor nicht eingefroren und wieder aufgetaut werden.

o Zwischenlagermoglichkeit bei 2 - 8 °C, maximal 4 Tage.

e Kulturiiberstinde gegebenenfalls mit Kaliumphosphatpuffer so verdiinnen, dass die LDH-
Aktivitét in einen Messbereich von 20 bis 200 U/L liegt.

e Reaktionslosung: 1:1 Mischung aus Pyruvat- und NADH-L6sung kurz vor Versuchsbeginn
taglich frisch in einem Braunglasflischchen ansetzten und die Losung im Wasserbad auf
35 °C temperieren.

e Kaliumphosphatpuffer: im Wasserbad auf 35 °C temperieren
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e Plattenlesegerit: Spektrophotometer ,,Multiskan* auf 32 °C vortemperieren.

Durchfiihrung:

e 50 pl Kulturprobe wurden pro Vertiefung in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Als Blindwert
dient der Kaliumphosphatpufter

e Nach dem Auftragen der Proben (mind. Doppelbestimmung) wurde die Mikrotiterplatte in
den auf 32 °C vortemperierten Plattenlesegerit gelegt.

e Schiitteln der Mikrotiterplatte fiir 2 min bei 32 °C.

e 150 pl Kaliumphosphat-Puffer (35 °C) in die Vertiefung der Mikrotiterplatte geben.

e Schiitteln der Mikrotiterplatte fiir 2 min bei 32 °C.

e 100 pl der Reaktionslosung (35 °C) in die Vertiefung der Mikrotiterplatte geben.

e 3 s schiitteln und Kinetik starten (Messintervall alle 10 s {iber einen Zeitraum von 170 s)
Berechnungsgrundlage der Enzymaktivitit in U/L:

U AE-V,, 1000

—= [mmol -min™" ~L‘1]
L exupn-d-At- Vi,

A E: Extinktonsdnderung

Vgesamt: Gesamtvolumen [ml]

& : mikromolarer Extinktionkoeffizient (NADH = 0,63 ml - mol™ - cm™)
d : Schichtdicke 0,857 cm

A t: Zeitintervall [min]

Vprobe: Probenvolumen [ml]

Die Messung wird in der Auswertung beriicksichtigt, wenn
e E, (Probe) >ca. 70 % E, (Blindwert)
e Steigung pro Minute < -0,00075 (geringere Steigungen deuten auf LDH-Aktivitit unter-
halb der Bestimmungsgrenze hin)

e Die Korrelation der linearen Extinktionsabnahme sollte > 0,998 sein

Testprinzip 2

Die Bestimmung der LDH-Aktivitit in Kulturiiberstinden der Hybridom-Zellen wéhrend der
Aufreinigung iiber Sartobind” Direct Einheiten erfolgte anhand eines kolorimetrischen Tests (LDH
Cytotoxicity detection kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Das Testprinzip beruht ebenfalls

auf der enzymatischen Umwandlung von Laktat zu Pyruvat durch Reduktion von NAD" zu
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NADH/H". In einer zweiten Redoxreaktion wird NADH/H™ wieder zu NAD" oxidiert. Die freien
H'-Ionen werden auf das gelbfarbene Tetrazoliumsalz iibertragen. Dadurch wird dieses zu einem
rotfarbenen Formazansalz reduziert. Diese Farbbildung wird nach einem Zeitraum von 30 min
durch eine photometrische Messung bei einer Wellenlinge von 490 nm gemessen. Die Menge an
gebildetem Formazansalz ist proportional zur der Anzahl an lysierten Zellen. Je héher die LDH-
Aktivitét, desto intensiver die Farbung. Die Proben wurden fiir die Analyse 1:2 verdiinnt, sodass
die gemessene Absorption unterhalb einer Absorptionseinheit (AU) lag. Die Durchfiihrung erfolgte

nach Herstellerangaben.

Fiir die Bestimmung einer Kalibrationsgeraden wurden verschiedene Konzentrationen eines LDH-
Standards in Kulturmedium (Gibco™ Hybriodma-SFM, Invitrogen, Karlsruhe) angesetzt. Die
eingesetzten Konzentrationen lagen in einem Aktivitdtsbereich des Enzyms von 0,5 bis 50 U/I. Die
Standardkonzentrationen wurden nach Herstellerangaben (LDH Cytotoxicity detection Kit)
vermessen. Durch die Auftragung der Aktivitit gegen die gemessene Absorption ergibt sich ein
linearer Zusammenhang (siche Abbildung 6.4.1). Die unbekannte LDH-Aktivitit in den
Kulturiiberstinden kann anhand der gemessenen Absorption bei 490 nm iiber die ermittelte

Geradengleichung bestimmt werden.

e LDH-Standard: rabbit muscle L-LDH (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz)

60 - y=138,823x + 0,0475
R? 0,998
50 -

40 -
30 ~

20 A

LDH-AKtivitat [U/L]

10 A

0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

AU [490 nm]

Abbildung 6.4.1: Kalibrationsgerade fiir die Bestimmung der LDH-AKktivitt.
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Korrelation der Zellzahl zur LDH-Aktivitat

Fiir eine Korrelation der Zellzahl zur LDH-Aktivitdt wurden verschiedener Zellkonzentrationen
(0,1'106; 0,5-10% 1,0-10% 1,5-10° Zellen/ml) verwendet. Die Zellsuspensionen unterschiedlicher
Konzentration (Dreifachbestimmung) wurden fiir einen Zeitraum von 2 h in einem Thermoschiittler
bei 400 min"' und 37 °C in Lysis-Puffer inkubiert. Ein Zeitraum von 2 h gewihrleistet unter den
gewidhlten Bedingungen eine komplette Lyse der Zellen, ohne dass die Enzymaktivitét
beeintrachtigt wird. Nach erfolgter Zelllyse wurden die Proben bei 400 g fiir 3 min zentrifugiert.
Die Proben wurden so verdiinnt, dass die gemessen Absorption unterhalb einer AU lag. Fiir die
Bestimmung der LDH-Aktivitit im Uberstand wurde nach erfolgtem kolorimetrischen Test
(Testprinzip 2) die Absorption bei 490 nm bestimmt. Unter Beriicksichtigung der vorherigen
Probenverdiinnung ergibt sich durch die Auftragung der relativen Absorption gegen die gewahlte

Zellzahl ein linearer Zusammenhang (vgl. Abbildung 6.4.2).

Lysis-Puffer: 2 % Triton X 100 in Zellkulturmedium

25 -
y=1E-05x - 1,1245

2
20 | R’ 0,9776 }

15 A

10 A

relative AU [490 nm]

O T T T 1
0,0E+00 4,0E+05 8,0E+05 1,2E+06 1,6E+06

Zellen/ml

Abbildung 6.4.2: Maximal detektierbare LDH-Aktivitdt nach kompletter Zelllyse verschiedener
Zellkonzentrationen. Verwendeter kolorimetrischer Test: LDH Cytotoxicity detection kit (Roche),
Messung der Absorption bei 490 nm.

Fiir die Bestimmung der maximal moglichen LDH-Aktivitét bei kompletter Lyse einer bestimmten
Zellzahl kann anhand der ermittelten Geradengleichung aus Abbildung 6.4.2 zunichst die
theoretische Absorption bei 490 nm ermittelt werden. In einem zweiten Schritt kann die ermittelte

Absorption mit Hilfe der Geradengleichung aus Abbildung 6.4.1 in die LDH-Aktivitit
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umgerechnet werden. Die auf diese Weise erhaltene Aktivitdt entspricht der bei einer bestimmten

Zellzahl maximal moglichen LDH-Aktivitit bei kompletter Zelllyse.

Maus 1gG-ELISA

Die Bestimmung des IgG-Gehalts im Kulturiiberstand der Hybriom-Zellen erfolgt anhand eines
spezifischen Maus-IgG ELISA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Die Proben wurden fiir die
Analyse in einem Verhiltnis 1:500 mit Blocking-Puffer verdiinnt. Die Durchfiihrung erfolgte nach

Herstellerangaben.

6.4.7. Gelelektrophorese

Bei einer Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) —Polyacrylamidgel-
elektrophorese werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld
aufgetrennt. Die Eigenladungen der Proteine werden dabei mit SDS, einem anionischen Detergenz,
maskiert, sodass sich eine relativ konstante Ladungsverteilung ergibt. Diese sorgt dafiir, dass sich
die Proteine nur abhidngig von ihrer Masse und dem Vernetzungsgrad des Gels in einem
elektrischen Feld bewegen. Als Trennmedium wird bei dieser Elektrophorese ein Gel auf
Polyacrylamidbasis verwendet. Die Migrationsgeschwindigkeit der Teilchen hidngt dabei von der
angelegten Spannung ab.

Zur Probenvorbereitung werden die Analyten mit einem Uberschuss SDS versetzt und auf 95 °C
erhitzt, wodurch Tertidr- und Sekundérstrukturen aufgebrochen werden. Durch vorherige Zugabe
von reduzierend wirkendem 2-Mecaptoethanol werden Disulfidbriicken gespalten und dadurch das
Protein irreversibel denaturiert. Antikorper beispielsweise werden durch 2-Mecaptoethanol in die

jeweiligen leichten und schweren Ketten aufgetrennt.

Verwendtete Puffer:
e SDS-Probenpuffer: 20 mM Tris, 2 mM ETDA (als Natrium-Salz), 5 % SDS, 0,02 %
Bromphenolblau in 90 ml ddH,O gelost. Unmittelbar vor der Verwendung werden dem
Puffer 10 % 2-Mecaptoethanol sowie 10 % Glycerin zugesetzt.
e SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3 (,,1x TGS*)

Zur Herstellung eines Polyacrylamid-Gels wurde zunéchst ein Trenngel angemischt und zwischen
die beiden Glasplatten einer GieBapparatur gegeben (4,5 ml pro Gel). Nach erfolgter
Polymerisation (etwa 30 min) wurde das Trenngel mit einem Sammelgel (6 %ig) iiberschichtet. Zur
Generierung von Taschen im Gel wird unmittelbar nach Einfiillen des Sammelgels ein Kamm in
dieses hineingesteckt. Sobald das gesamte Gel auspolymerisiert ist (erneut etwa 30 min), kann es

zur Elektrophorese eingesetzt werden.



122

Tabelle 6.4.2: Vorschrift zur Herstellung der Sammel- und Trenngele fiir die SDS-

Gelelektrophorese.
Sammelgel Trenngel 12 %ig Trenngel 16 %ig

Acrylamid (40 %ig) 731 ul 2,92 ml 3,9 ml
N, N'-Methylen-
Bisacrylamid (2 %ig) 390 ul 1,56 ml 2,08 ml
Tris (1,5 M) pH 8,8 - 2,8 ml 2,8 ml
Tris (1,5 M) pH 6,8 760 pl - -
SDS (1 %ig) 300 pul 1 ml 1 ml
ddH,O 3,82 ml 1,76 ml 226 pl
TEMED 12 pl 25wl 25 ul
APS 12 ul 25 ul 25 ul

Die Proben werden 1:1 mit SDS-Probenpuffer vermischt und bei 95 °C fiir 5 min inkubiert, sowie
anschlieBend 3 min bei 4000 g zentrifugiert. Das vorbereitete Gel wird in der Laufkammer
befestigt und ,,1x TGS“-Laufpuffer eingefiillt. Die vorbereiteten Proben sowie ein Protein-Marker
werden in die Taschen des Gels pipettiert. Zunichst wird eine Spannung von 100 V angelegt, bis
sich die Proben in einer diinnen Bande gesammelt haben (ca. 30 min). AnschlieBend wird die
Gleichspannung auf 200 V erhoht, bis die Elektrophorese beendet ist (ca. 90 min).

Nach erfolgter Elektrophorese werden die aufgetrennten Proteine je nach anfénglich verwendeter

Proteinkonzentration iiber eine Coomassie- oder Silberfarbung nachgewiesen

Coomassie-Farbung

Bei dieser semi-quantitativen Methode werden Nachweisgrenzen im Bereich von 1-0,2 ug pro
Bande erreicht. Das Gel wird fiir ca. 30 min in eine Coomassie-Féarbelosung gegeben. Dieser
Farbstoff lagert sich an basische und aromatische Seitenketten der Aminosduren an und fiihrt damit

zu einem unspezifischen Nachweis der Proteine. [26]

Verwendete Losungen:
e Firbelosung: PhastGel Blue R-Tablette, 80 ml ddH,O, 120 ml Methanol
e Entfarber: 30 % Ethanol, 10 % Essigsdure in ddH,O

Silberfarbung
Bei der Silberfiarbung von Proteinen werden Silberionen an Aminosdureseitenketten gebunden und

anschlieBend reduziert. Die Nachweisgrenze der Silberfarbung ist empfindlicher als die
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Coomassie-Farbung und liegt unter 1 ng pro Bande. [26] Sie dient besonders der Priifung der

Reinheit eines Proteins.

Verwendete Losungen:
o Fixierer/ Entfarber: 45 % EtOH, 45 % ddH,0, 10 % Essigsdure
e Farmers Reducer-Losung (1 Spatelspitze Kaliumhexacyanoferrat III, 1 Spatelspitze
Natriumthiosulfat und 100 ml ddH,0)

Durchfiihrung:

e Gel fiir 30 min im Entfarber/Fixierer inkubieren.

e 2 x kurz mit ddH,O waschen.

e Gel fiir 2,5 min in Farmers Reducer-Losung schwenken.

e 2 x fiir 5 min mit ddH,O waschen.

e Zur Komplexierung von Silberionen das Gel 30 min in 0,1 %ige Silbernitratldsung
inkubieren.

e 2 x 30 s mit ddH,O waschen.

e Gel mit 2,5 %iger Na,CO;-Losung waschen und Losung verwerfen.

e Zur Entwicklung der Banden wird das Gel solange in 100 ml 2,5 %ige Na,CO;-Ldosung +
500 pl Formaldehyd inkubiert, bis die Proteinbanden sichtbar werden.

e Zum Stoppen der Reaktion wird das Gel fiir 10 min in 5 %iger Essigsdure geschwenkt.

e Die Lagerung des Gel erfolgt in ddH,O

6.4.8. Westernblot

Der Westernblot ermoglicht es, einzelne Proteine mit Hilfe spezifischer Antikorper nachzuweisen.
Zunichst werden die Proteine iiber SDS-Gelelektrophorese getrennt. Von diesem Gel werden die

Proteine elektrophoretisch auf eine PVDF- Membran {ibertragen

Verwendete Puffer und Reagenzien:
e Transferpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10 % EtOH; pH 8,3
e TBS: 25 mM Tris, 150 mM NaCl; pH 7,4
e TBST: TBS + 0,05 % Tween 20
e Blockpuffer: TBST + 2 % BSA
e  AP-Puffer: 100 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,; pH 9,5
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Antikorper: anti-mouse IgG alkaline phosphatase conjugate from sheep (aus Maus IgG
ELISA Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Im Verhéltnis 1:3000 mit TBST

verdunnt.

Durchfiihrung

6.4.9.

Die PVDF-Membran wird kurz in unvergélltem EtOH gewaschen.

Das SDS-Gel, die Membran, 2 Filterpapiere und 2 Filzpads werden getrennt voneinander
30 min in Transferpuffer geschwenkt.

Die Trans-Blot-Zellkammer wird nach Herstellerangaben zusammengesetzt und mit dem
Transferpuffer gefiillt. Um Dizipitation durch Hitzebildung zu vermeiden, wird der Puffer
vor dem Einsatz gekiihlt und zusétzlich ein Kiihlaggregat in die Transferkammer gegeben.
Wihrend des Blottens wird der Puffer durch einen Magnetriihrer vermischt.

Die Transferdauer betrdagt 1 h bei 100 V.

Im Anschluss an den Transfer wird der Bereich der Membran, der den Molekulargewichts-
Marker enthilt abgeschnitten und 1 h lang mit Coomassie-Losung gefédrbt. AnschlieBend
wird mit Coomassie-Entfarberlosung entfirbt und die Entfarbung mit ddH,O gestoppt.

Die restliche Membran wird 1 h lang in Blockpuffer geschwenkt.

Anschlielend wird die Membran fiir 1 h in der Antikérper-Lésung inkubiert.

Es wird dreimal jeweils 5 min mit TBST und zweimal fiir 10 min mit TBS gewaschen.
AbschlieBend wird die Membran 5 min in AP-Puffer gewaschen.

Die Farbentwicklungsldsung wird aus 100 ml AP-Puffer, je 1 ml Farbreagenz 1 und Farb-
reagenz 2 hergestellt (beide Farbreagenzien sind im alkaline phosphatase conjugate
substrate kit enthalten, ebenso der AP-Puffer).

Die Membran wird in der Farbentwicklungslosung geschwenkt, bis rot-lila geférbte
Banden sichtbar werden.

Die Farbung wird mit ddH,O gestoppt und die Membran an der Luft getrocknet.

2D-Fluoreszenzmessung (BioView® Sensor)

Fiir die Online-Messung bei der CHO-Kultivierung wurde der BioView” Sensor der Firma DELTA

Light & Optics (Hersholm, Dénemark) eingesetzt. Es handelt sich um ein robustes Fluoreszenz-

spektrometer, das speziell fiir die industrielle Anwendung konzipiert wurde.

Aufbau und Messprinzip

Uber zwei unabhiingig voneinander rotierende Filterrider mit je 16 verschiedenen Filtern wird fiir

jede Wellenldnge der Exzitation (Ex) im Bereich von 270 nm bis 550 nm die jeweilige Emission
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(Em) im Bereich von 310 nm bis 590 nm gemessen. Zusétzlich kann {iber zwei Neutraldichtefilter
(Exnd und Emnd) das wellenlédngenabhéngige Streulicht aufgenommen werden. Die Schmalband-
interferrenzfilter besitzen eine Bandbreite von 20 nm. Die Aufnahme eines kompletten Spektrums
dauert 90s. Uber die mitgelieferte Software lassen sich unter anderem die Filter individuell
auswiahlen, die Intensititen der Fluoreszenz iiber den Photomultiplier-Gain steuern sowie die
Anzahl der Messungen zur Mittelwertbildung festlegen.

Die Dateniibertragung erfolgt optisch, um elektromagnetische Stdrungen zu unterbinden. Als
Lichtquelle dient eine gepulste Xenon-Blitzlichtlampe, die bei langer Lebensdauer eine hohe
Lichtintensitdt gewéhrleistet. Die Fluoreszenzmessung findet direkt im Reaktor (in-situ) statt. Der
BioView-Sensor ist dabei iiber Fliissiglichtleiter mit dem Reaktor verbunden, der Sensorkopf wird
an einen 25mm-Standardport gekoppelt, in dem ein speziell angefertigter Stutzen mit
Quarzglasscheibe die Sterilitit des Prozesses garantiert und eine nicht-invasive Prozess-
beobachtung ermdéglicht. Der Aufbau und das Messprinzip des BioView" Sensors sind in

Abbildung 6.4.3 dargestellt.
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Abbildung 6.4.3: Aufbau und Messprinzip des BioView" Sensors. (A) Ankopplung an den
Reaktor. (B) Schematischer Aufbau.[57]
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Durch die Aufnahme eines 2D-Fluoreszenzspektrums werden verschiedene zu analysierende
Substanzen simultan erfasst. Da die Fluoreszenzintensitét nicht nur von der Konzentration sondern
auch von physikalischen und chemischen Wechselwirkungen im Reaktor und gerdtespezifischen
GroBen abhéngig ist, werden mit dem BioView-Sensor lediglich relative Fluoreszenzintensitdten
(RFI) gemessen. Die Fluorophore werden anhand der Lage ihrer Absorptions- und Fluoreszenz-
maxima charakterisiert, wobei im realen Medium zumeist leichte Abweichungen von den
Literaturwerten gefunden werden. Abbildung 6.4.4 gibt einen Uberblick iiber die Lage relativer

Fluoreszenzbereiche wichtiger Fluorophore.
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Abbildung 6.4.4: Relative Lage der Fluoreszenzmaxima wichtiger biogener Fluorophore.

Tabelle 6.4.3: Parametereinstellung am BioView® Sensor fiir die CHO-Kultivierung.

Parameter Einstellungen
Messbereich Exzitation 270 nm - 550 nm
Messbereich Emission 310 nm - 590 nm
Filterbandbreite 20 nm
Sensitivitét Hoch

Messung pro Wellenldangen- 3

kombination

Verstiarkung des Messsignals fiir
(Ex)/ (Em):
- (290 nm/ 370 nm)// (430 nm/ 1150
510 nm)// (430 nm/ 530 nm)//
(430 nm/ 550 nm)// (450 nm/
530 nm)
- restliche 1100
Wellenlédngenkombinationen
Messintervall 15 min
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6.4.10. Herstellung des Antikorperstandards fur die Proteinanalytik

Fiir die Herstellung des Antikdrperstandards wurde die Hybridom-Zelllinie IV F19.23, die den
Maus IgG; Antikdrper gegen Penicillin G Amidase produziert, in serumfreiem Kulturmedium
(Gibco™ Hybriodma-SFM, Invitrogen, Karlsruhe) in einem 2 I Reaktor in einem Arbeitsvolumen
von 1,5 1 tiber 7 Tage kultiviert. Nach dem Ende der Kultivierung wurde das gesamte Kultur-
medium bei 400 g, fir 3 min zentrifugiert. Der zellfreie Kulturiiberstand wurde erneut zentrifugiert
(3000 g, 20 min, 4 °C) und anschliefend iiber einen Spritzenvorfilter (0,2 pm) filtriert.

Um das Volumen des Kulturiiberstandes zu reduzieren, wurde dieser iiber eine Cross Flow
Membraneinheit (Vivaflow 50 Einheit; Ausschlussgrenze 30 kDa MWCO, Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Goéttingen) aufkonzentriert (Durchfithrung siche Herstellerangaben).

Aufreinigung des Antikorpers

Die Aufreinigung des Antikdrpers erfolgte mit einer HiTrap Protein G HP (GE Healthcare,
Miinchen) Séule an einer priparativen HPLC (FPLC BioLogic AVR7-3, BilO-RAD Laboratories
GmbH, Miinchen). Der Chromatographieprozess wurde durch UV-Messung mit dem Durchfluss-
detektor bei 280 nm verfolgt. Fiir die Aufreinigung wurde eine Flussrate von 1 ml/min verwendet.
Alle verwendeten Puffer sowie die Kulturiiberstinde wurden vor der Aufreinigung sterilfiltriert.

Die Puffer wurden zusétzlich im Ultraschallbad entgast.

Verwendete Puffer:
e Bindungspuffer: 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,0
e Elutionspuffer: 0,1 M Glycin, pH 2,7
e Neutralisationspuffer: 1 M Tris, pH 9

Durchfiihrung:

e Der Uberstand wurde in 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,0 verdiinnt.

e Die Sdule wurde mit 10 ml Bindungspuffer gewaschen.

e Der Zellkulturiiberstand wurde iiber die Sdule geleitet.

e Die Sdule wurde mit 10 ml Bindungspuffer gewaschen.

e Die Elution erfolgte mit 5 ml Elutionspuffer. Den Elutionsfraktionen wurden 5 %
Neutralisationspuffer zugegeben.

e Die Sdule wurde mit 10 ml Bindungspuffer and anschlieend mit 20 % Ethanol gewaschen
und bei 4 °C in 20 % Ethanol gelagert.

e Nach der Aufreinigung wurden die Antikorper enthaltenen Fraktionen vereint und anhand

einer SDS-Gelelektrophorese auf ihre Reinheit hin tiberpriift (vgl. Abbildung 6.4.5).
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Abbildung 6.4.5: 12 %iges SDS-Gel der Antikorperfraktion vor und nach der Aufreinigung tiber
Protein G Affinititschromatographie (Coomassie-Farbung). M: Proteinmarker; 1: autkonzentrierter
Kulturiiberstand vor der Aufreinigung; 2: Antikorperfraktion nach der Aufreinigung. Saule: HiTrap
Protein G HP (1 ml).

Die Antikorper enthaltenen Fraktionen wurden im Anschluss unter Verwendung einer Vivaspin 20
Zentrifugalkonzentratoren 3 kDa MWCO (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen)
aufkonzentriert und in PBS umgepuffert. Die Konzentration der resultierenden Antikorperlosung
wurde mit dem Maus IgG ELISA Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) durchgefiihrt. Die
Antikorperlosung wurde anschlieBend in 20 pl Proben aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Uberprufung der Biologischen Aktivitat

Um die biologische Aktivitit des aufgereinigten Maus IgG; Antikorpers, der gegen Penicillin G
Amidase gerichtet ist, zu bestimmen wurde ein auf Microarray-basierter Sandwich-Assay
verwendet, der im Rahmen der Dissertation von Johanna Walter etabliert wurde. [207] Beim
Sandwichformat werden Féngermolekiile auf dem Microarray-Substrat immobilisiert. Diese bindet
das Zielprotein, welches mit Hilfe von weiteren markierten Antikorpern detektiert wird. Als
Féngermolekiil wurde das Enzym Penicillin G Amidase (PenG) verwendet. Das Zielprotein ist der
aufgereinigte, gegen PenG gerichtete, Maus IgG; Antikorper (Maus anti PenG) produziert von der
Hybridom-Zelllinie IV F19.23 (vgl. Anschnitt 6.2). Die Detektion des gebundenen Maus anti
PenGs wurde mit Alexa Fluor®555 anti Maus IgG durchgefiihrt.

Protokoll fiir die Detektion:

e Penicillin G Amidase (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) wurde in einer Konzentration
von 2 mg/ml in PBS + 0,5 % Trehalose auf einem Nitrocellulose basierten Microarray
gespottet. Je Spot wurden mit 8 hits/dot insgesamt 800 pl aufgetragen. Das automatische
Spotten erfolgte mit dem Affymetrix 417™ Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

e Der Microarray wurde fiir 15 min bei RT inkubiert.

e Es wurde fiir 30 min mit PBS + 1 % BSA geblockt
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e Der Microarray wurde 3x fiir je 5 min mit PBS + 0,05 % Tween 20 gewaschen.

e Die Inkubation mit anti PenG erfolgte fiir 2 h mit 800 pl anti PenG Losung in PBS + 0,2 %
TopBlock bei 25 °C.

e FEs wurde 3x fiir je 5 min mit PBS + 0,05 % Tween 20 gewaschen.

e Die Inkubation mit Alexa Fluor® goat anti Maus IgG (2 pl/ml) in PBS + 0,2 % TopBlock
erfolgte fiir 2 h bei 25 °C.

e Der Microarray wurde erneut 3x fiir je 5 min mit PBS + 0,05 % Tween 20 gewaschen.

e AbschlieBend wurde der Slide im Druckluftstrom getrocknet.

e Die Detektion der Fluoreszenzintensitit der einzelnen Spots erfolgte mit dem
Fluoreszenzscanner GenePix®4000B (Axon Instruments, Foster City, CA, USA). Die
Auswertung der Spots erfolgte mit der Software ImaGene™ 5.5.3 (BioDiscovery Inc., El
Seguno, CA, USA)

Alexa 555 anti Maus IgG

Maus anti PenG

’ PenG

Abbildung 6.4.6: Aufbau des Sandwichs zur Detektion des gegen Penicillin G Amidase
gerichteten Maus IgG;, Antikérpers (A) und Scan des Microarrays zur Bestimmung der
Wechselwirkung des Antikdrpers mit dem Antigen Penicillin G Amidase. [207]

Abbildung 6.4.6 zeigt den Aufbau des Sandwich-Formats (A) und den Scan des Microarrays (B)
bei einem gain (Verstiarkung) von 600. Fiir eine erste Einschitzung der biologischen Aktivitit
(definiert als: Wechselwirkung mit dem Antigen) des aufgereinigten Antikdrpers wird die SNR
(signal to noise ratio) herangezogen. Die SNR stellt ein Maf fiir die Signalqualitéit dar. Je groBer,
desto besser. Eine SNR von 3 gilt allgemein als Detektionsgrenze (limit of detection). Die
Auswertung der SNR erfolgte nach folgender Gleichung:

R_ SM - BM

Stdev BM

SM: signal Mean
BM: background Mean
SM-BM: Relative Signalintensitét

SNR: signal to noise ratio
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Die Auswertung der Signalqualitit auf dem Microarray (vgl. Abbildung 6.4.6 B) hat gezeigt, dass
die Signale eindeutig detektierbar sind (SNR>3). Es wurde eine maximale SNR von 40 bestimmt.
Die biologische Aktivitit konnte anhand des durchgefiihrten Sandwich Microarrays eindeutig
nachgewiesen werden, da der Antikorper hier seine Fahigkeit zur Bindung an PenG, indem es zu

einem deutlich detektierbare Signal gekommen ist, bewiesen hat.

6.4.11. Immobilisierung von Protein G an einer CIM®Epoxy Disk

Aufgrund der hohen Reaktivitdit der Epoxygruppen auf der Diskoberfliche erfolgte die
Immobilisierung der Protein G Molekiile direkt. Die Immobilisierung wurde diffusionskontrolliert
durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der Epoxy-Disk wird diese in der Haltevorrichtung (CIM-Gehiuse,
BIA Separations, Ljubljana, Slowenien) platziert, an eine priparative HPLC-Anlage (FPLC
BioLogic AVR7-3, BilO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen) und nach folgender Vorschrift mit

einer Flussrate von 1 ml/min gespiilt:

e 10 min mit EtOH

¢ 10 min mit EtOH/ddH,0 (1:1)

e 10 min mit ddH,O

e 15 min mit Immobilisierungspuffer (0,1 M Natriumborat, pH 9,3)

4 mg Protein G wurden in 1 ml Immobilisierungspuffer gelost. Fiir die Immobilisierung wurde die
Vorrichtung aus der Anlage genommen und mit 0,5 ml der Protein G Losung versetzt. Die
Vorrichtung wurde an beiden Enden verschlossen und die Disk fiir 14 h bei 30 °C im Ofen
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Disk in der Vorrichtung mit weiteren 0,5 ml Protein
G Losung versetzt und erneut bei 30 °C fiir weitere 7 h inkubiert. Nach der Immobilisierung wurde
die Einheit 7x mit PBS-Puffer gespiilt. Die Durchldufe der Immobilisierung sowie die
Waschfraktionen wurden aufgefangen und fiir die spitere Konzentrationsbestimmung (UV-
Messung bei 280 nm) bei +4 °C gelagert. Zum Blockieren verbliebener reaktiver Epoxygruppen
wurde die Disk in der Vorrichtung mit 0,5 ml mit 1 M Ethanolamin (pH 8) gespiilt. Die
Vorrichtung wurde verschlossen und {iber Nacht bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Disk
in der Vorrichtung an der préiparative HPLC-Anlage (FPLC BioLogic AVR7-3, BilO-RAD
Laboratories GmbH, Miinchen) fiir 30 min bei einer Flussrate von 1 ml/min mit PBS-Puffer

gespiilt. Die Lagerung der Disk erfolgte in PBS mit 0,02 % (v/v) Natriumazid.
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6.4.12. Durchfihrung der CLC-Methode

HPLC-Anlage: FPLC BioLogic AVR7-3, BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen
CIM®Disk-,,Sdule“: Protein G-/ QA-Disk

Flussrate: 4 ml/min

Temperatur: RT

Probeninjektionsvolumen: 3 ml

Verwendete Puffer:
e A: Bindungs-/Waschpuffer: 20 mM Tris, pH 7
e B: Elutionspuffer fir CIM®QA Disk: 20 mM Tris + 1 M NaCl, pH 7
e C: Elutionspuffer fiir die Protein G-Disk: 0,1 M Glycin + 0,1 M NaCl, pH 2
e D: Neutralisationspuffer fiir den eluierten Antikdrper: 1 M Tris, pH 9
e E: Regenerationspuffer: 1: 0,1 m Tris + 0,5 M NaCl, pH 8
2: 0,1 M Essigsdure + 0,5 M NaCl, pH 3,5

Nach jedem Lauf erfolgte die Regeneration der ,,Sdule”. Hierfiir wurde diese zunéchst bei einer
Flussrate von 4 ml/min mit 20 ,,Sdulenvolumen Regenerationspuffer 1 und im Anschluss mit

Regenerationspuffer 2 gespiilt. Die Lagerung der Disks erfolgte in 20 % EtOH in Bindungspufter.

Tabelle 6.4.4: Bindungs- und Elutionsbedingungen der CIM*Disk CLC-Methode. Flussrate
4 ml/min.

Volumen [ml] A [%] B [%] C [%] Probeninjektion

0-4 100 - - -

4-7 - - - 3 ml Probenschleife
7-13 100 - - -

13-19 90 10 - -

19-23 90 10 - -
23-29 0 100 - -
29 -35 0 100 - -

35-43 100 - - -

43 - 51 0 - 100 -

51-57 100 - - -
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6.4.13. Entsalzen

Das Entsalzen der Proben erfolgte mit einer Dialyse (Dialyseschlauch: Spectra/Por*Dialysis
Membran; Ausschlussgrenze 1 kDa; regenerierte Cellulose; Volumen 1 ml pro cm Membran,
Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguesz, CA, USA). Die Schlduche wurden entsprechend
der Herstellerangaben vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Dialyseschlduche mit einer
Proteinlosung aus 0,2 mg/ml Insulin und Transferrin sowie 0,25 mg/ml, angesetzt in Kultur-
medium, befiillt und mit entsprechenden Klammern an beiden Enden verschlossen. Die Dialyse

erfolgte in ddH,O als Dialysepuffer flir ca. 20 h {iber Nacht.

6.4.14. Membran-screening

Fiir die Aufreinigung des Antikorpers direkt aus Zellkulturiiberstand wurden lonenaustauscher und
Affinititsmembranen als Zentrifugaleinheiten (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen)
getestet. Der pH-Wert des Bindungspuffers fiir die Versuche mit den lonenaustauschern wurde so

gewihlt, dass er ungefiahr dem pH-Wert des Zellkulturmediums entspricht.

Vivapure mini Q und S Zentrifugeneinheiten (20-lagig)
Q: starker Anionenaustauscher

S: starker Kationenaustauscher

Verwendete Puffer:
e Bindungs-/Waschpuffer: 25 mM Tris, pH 7,5
e Elutionspuffer: 25 mM Tris + 1 M NaCl, pH 7,5

Vivapure miniprep Protein A Zentrifugeneinheit (15-lagig)

Verwendete Puffer:
e Bindungs-/Waschpuffer: 0,01 M Kaliumphosphatpuffer + 0,5 M NaCl, pH 7,4
e FElutionspuffer: 0,1 M Glycin, pH 2.8
e Neutralisationspuffer: 1 M Tris, pH 9

Zu jeder Membraneinheit wird von der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH (Géttingen) ein
entsprechendes Versuchsprotokoll, in denen die zu verwendenden Puffern und Durchfithrungen
beschrieben werden, mitgeliefert. Diese Protokolle wurden den hier vorliegenden Versuchs-

bedingungen angepasst.

Probe: 0,5 mg/ml IVIg in Kulturmedium (Gibco™ Hybriodma-SFM, Invitrogen, Karlsruhe)
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Durchfiihrung:

e Aquilibrieren der Membran der jeweiligen Zentrifugeneinheit mit 400 pl des jeweiligen
Bindungspuffers; 5 min bei 1500 g zentrifugiert

e zweimal nacheinander 400 pl der vorbereiteten Probe auf die Membran pipettieren und
jeweils bei 1500 g, 5 min (800 g, 7 min fiir Protein A) zentrifugiert.

e Membran zweimal mit 400 pul des entsprechenden Bindungspuffers waschen; 5 min bei
1500 g zentrifugieren.

e Die Elution des Proteins erfolgt bei 1500 g, 5min mit 2 x 400 ul des jeweiligen
Elutionspuffers. Bei Verwendung der Proetin A Einheiten wurde zur Stabilisierung des
Antikorpers die Elutionen mit 10 pl Neutralisationspuffer versetzt.

e Um das Bindungsverhalten des Antikorpers an der jeweiligen Membran zu untersuchen
wurde der Proteingehalt in den jeweiligen Durchléufe/Fraktionen anhand einer SDS-

Gelelektrophorese tiberpriift.

6.4.15. Quantifizierung des Modell-Antikorpers 1VIg

UV-Messung

Die photometrische Bestimmung des Modell-Antikorpers basiert auf der UV Absorption
verschiedener Aminosauren. Zur Ermittlung einer unbekannten Konzentration wird zunédchst die
Absorption von IVIg-Losungen mit bekannter Konzentration bestimmt. Dazu werden
Verdiinnungsreihen des Antikorpers in dem entsprechenden Puffer gemessen, wobei der Puffer
ohne Antikorper als Blindwert verwendet wird. Es ergibt sich ein linearer Zusammenhang
zwischen der Proteinkonzentration und der zugehdrigen Absorption. Uber die ermittelte
Geradengleichung lassen sich die unbekannten Konzentrationen an Hand der gemessenen
Absorption rechnerisch bestimmen. Die Messungen werden mit dem Nanodrop ND-1000

Spektrophotometer (Nanodrop, NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) ausgefiihrt.

SEC-Analytik
Fiir die Quantifizierung des Antikérpers bei der Aufreinigung mittels Sartobind”™ Direct Einheiten

wurde eine SEC-Analytik entwickelt.

KenngroBen der verwendeten Séule:
e PSS Proteema Saule (PSS Polymer Standards Service GmbH, Mainz)
e Siulendimension: 8 x 300 mm

e Siulenmaterial: modifiziertes Silica
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e PartikelgrofBe 5 pm
e Porenweite 300 A (Trennbereich: 1 bis 1200 kDa)
e max. Injektionsvolumen 100 pl

e 50-—80bar

Versuchsbedingungen

e Solvent: 34 mM Kaliumphosphatpuffer + 0,3 M NaCl, pH 6,6

e Probenvolumen: 100 pl, filtriert (0,2 um Filter)

e Laufbedingungen: Flussrate 1 ml/min; 30 °C; 30 min

e Detektion: 280 nm (Dioden Array Detektor LaChrom L-7455, Merck/Hitschi)

Es wurden Kalibrationsgeraden fiir verschiedene Konzentrationen in Kulturmedium (Gibco™
Hybriodma-SFM, Invitrogen Karlsruhe), Bindungs- und Elutionspuffer (Puffer fiir die IVIg-
Aufreinigung tliber Protein A, vgl. 6.4.16) bestimmt. Die Auftragung der berechneten Peakflichen
gegen die Ausgangskonzentration des Antikdrpers ergibt einen linearer Zusammenhang (vgl.

Abbildung 6.4.7). Uber die ermittelte Geradengleichung lassen sich die unbekannten Konzen-

trationen an Hand der berechneten Peakflidche rechnerisch

bestimmen.

Bindungspuffer

y=0,4415x + 0,0615 R°0,999
£ 107 R?0,997 o
> ’
E -7
S -7 7 Medium
© /‘/’ .
= o y=0,2618x - 0,0018
[ »
g - ® R’ 0,999
(=}
%%
=2
2
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Peakflache

Abbildung 6.4.7: Kalibrationsgeraden fiir die Antikérperanalytik (IVIg) mittels SEC in Kultur-
medium, Bindungs- und Elutionspuffer. Kulturmedium: Hybridoma-SFM; Bindungspuffer: 0,01 M
Kaliumphosphatpuffer + 0,5 M NaCl, pH 7,4; Elutionspuffer: 0,1 M Glycin, pH 2,8. IVIg-

Konzentrationen 1 mg/ml bis 0,031 mg/ml.
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6.4.16.

Alle in

Versuchsdurchfiihrung mit der Sartobind® Direct Einheit

dieser Arbeit getesteten 2,5 ml Einheiten wurden entsprechend folgender Versuchs-

durchfiihrung behandelt. Anderungen dieser Versuchsdurchfiihrung werden explizit im experimen-

tellen Teil der Arbeit an entsprechender Stelle erwéhnt.

Verwendete Puffer:

Bindungs-/Waschpuffer: 0,01 M Kaliumphosphatpuffer + 0,5 M NaCl, pH 7,4
Elutionspuffer: 0,1 M Glycin, pH 2,8

Neutralisationspuffer: 1 M Tris, pH 9

Spiilpuffer: 0,05 M Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 + 20 % EtOH

Durchfiihrung:

Das Spiilen der Einheit zur Entfernung des Filterstaubes erfolgte mit Bindungspuffer im
single-pass-Betrieb fiir 2 min bei einem Volumenstrom von 5 ml/min.

Das Aquilibrieren und Entliiften der Einheit erfolgte mit 25 ml Bindungspuffer im
Rezirkulations-Betrieb bei maximaler Pumpleistung (Flussrate 28 ml/min). Das Entfernen
von Blasen im Inneren der Einheit gelang durch pulsartiges Offnen und Schlieen des
Schlauches oberhalb der Einheit.

Die Beladung der Membran wurde bei einer Flussrate von 25 ml/min durchgefiihrt. 50 ml
Bindungspuffer, Medium bzw. zellhaltiges Medium einer Antikorperkonzentration von
0,25 mg/ml wurden aus einer gerithrten Vorlage bei 26 min"' iiber 60 min im Kreis
gepumpt. Zu Beginn der Versuche wird ein Vorlaufvolumen von 10 ml bzw. 9 ml abhéngig
von der jeweiligen Einheit (Netz-Spacer/ Vlies-Spacer) im single-pass-Betrieb separat
aufgefangen, um eine Verdiinnung der Vorlage durch Bindungspuffer zu vermeiden. Das
Volumen des Vorlaufs wurde in vorangehenden Versuchen anhand einer UV-Messung der
reinen Proteinkonzentration im Durchfluss bestimmt. Wihrend der Rezirkulation erfolgte
die Probenahme von je 500 ul (bei Versuch mit zellhaltigem Medium je 800 pl) zum
Zeitpunkt null, nach einer Minute Rezirkulation und alle weiteren 10 min.

Riickstinde wurden durch Waschen des Moduls im single-pass-Betrieb entfernt. Das
Waschen erfolgte mit 25 ml Bindungspuffer bei einem Volumenstrom von 5 ml/min. Es
wurden fiinf Fraktionen zu je 5 ml aufgefangen.

Die Elution des Antikorpers erfolgte mit 40 ml Elutionspuffer bei einer Flussrate von
1 ml/min im single-pass-Betrieb. Die Elution wird fraktioniert ab einem pH-Wert von 4

(ca. 7 ml bzw. 6 ml) in 8%5 ml Fraktionen aufgefangen. Um den Antikérper im Elutions-
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puffer pH 2 bei einem neutralen pH-Wert zu stabilisieren, werden je Fraktion 200 pl
Neutralisationspuffer vorgelegt.

e Nach Beenden des jeweiligen Versuches wurden die Einheiten zur Regeneration mit 20 ml
Bindungspuffer bei einer Flussrate von 5 ml/min gespiilt. Im Anschluss wurden die Ein-

heiten bei gleicher Einstellung mit 30 ml Spiilpuffer gespiilt und bei -20 °C gelagert.

Probenanalyse
e Zellzahl (siehe Offline-Analytik Abschnitt 6.4.6)
e Bestimmung der LDH-Aktivitdt (siche Offline-Analytik Abschnitt 6.4.6, Testprinzip 2)
e Quantifizierung der IVIg-Konzentration im Medium und in den Elutions- und Wasch-

fraktionen (SEC-Analytik siche 6.4.15)

6.4.17. Fixierung von Zellen

Zur Fixierung von Suspensionszellen wurde der zellhaltige Uberstand bei 400 g fiir 3 min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und der Uberstand jeweils
dekantiert. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 70 % Ethanol. Dazu wurde das Zellpellet in
300 ul PBS resuspendiert und vorsichtig in 700 pl -20 °C kalten Ethanol pipettiert und fiir
mindestens 1 h bei -20 °C gelagert.

Zur Fixierung der Zellen auf Membranen in 6-Lochplatten wurde die restliche, zellhaltige
Suspension vollstindig entfernt und die Membran zunichst 1 x mit PBS gewaschen. AnschlieBend
erfolgte die Fixierung mit 70 % eiskaltem Ethanol und die Lagerung fiir 1 h bei -20 °C.

Zur Fixierung der Zellen in Sartobind® Direct Einheiten werden diese nach der Rezirkulation der
Zellsuspension mit PBS (10-fachem Volumen des Membranvolumen der jeweils verwendeten
Einheit) im single-pass-Betrieb bei einer Flussrate von 5 ml/min (50 ml/min) gespiilt. Im Anschluss
erfolgt die Fixierung der Zellen in der Einheit mit 70 % Ethanol. Dazu wird das Modul im single-
pass-Betrieb mit einer eiskalten 70 %igen Ethanollosung (5-faches Volumen des Membran-

volumens der jeweils verwendeten Einheit) gespiilt und in dieser fiir 1 h bei -20 °C gelagert.

6.4.18. DAPI-Farbung

Die Anhaftung der Zellen an der Protein A Membran wurde iiber eine Visualisierung der Zellkerne
indirekt iiber die DAPI-Farbung bestimmt (4',6-Diamidin-2-phenyl-indol). Hierfiir wurden die
Zellen auf den Membranen bzw. in den Sartobind” Direct Modulen nach der Fixierung zunichst 1 x
mit PBS gewaschen. Im Falle der Untersuchung des Zellriickhaltes in den Modulen wurden diese

gedffnet und die Membran vorsichtig vom Spacer getrennt. Drei Abschnitte der Membran, innerer,
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duBerer und mittlerer Bereich der vorherigen Wicklung werden mit einem Locheisen
(Innendurchmesser: 25 mm) heraus gestanzt und in die Vertiefungen einer 6-Lochplatte iiberfiihrt.

Zu denen auf den Membranstanzlingen fixierten und gewaschenen Zellen in 6-Lochplatten wurden
je 1 ml DAPI-Losung (1 ml Farbepuffer + 2 ul DAPI-Stammldsung) gegeben. Die Zellen wurden
fiir 30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert und anschlieBend 1 x mit PBS gewaschen. Die
Visualisierung der eingefarbten Zellkerne erfolgte mit Hilfe des UV-Filters am Olympus

Fluoreszenzmikroskop.

e DAPI-Stammlésung: 500 pg/ml DAPI in ddH,0O
e DAPI-Farbepuffer: 100 mM TRIS pH 7, NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 0,5 mM,
Nonidet-P 400 1 %

6.4.19. Inaktivierung von Aldehydgruppen

Die Inaktivierung reaktiver Aldehydgruppen auf der Membran erfolgte mit einer 0,1 %ige
Natriumborhydrid-Losung. 11 dieser Losung wurde 30 min im Rezirkulations-Betrieb bei einer
Flussrate von 500 ml/min iiber die Sartobind® Direct 25 ml Einheit gepumpt. Das Modul wurde ca.

alle 3 min durch SchlieBen und spontanes Offnen des Ausgangs entliiftet.

6.5. Datenanalyse

6.5.1. Berechnung der Wachstums-, Verbrauchs- und Produktbildungskinetik

Wachstumskinetik

Das Zellwachstum im batch-Modus wird mit der folgenden Differentialgleichung beschrieben:

dx
i
Mit:

x: Lebend-Zellzahl [Zellen/ml]

p: spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [h™]

t: Kultivierungszeit [h]

Als Niherung wird die Differentialgleichung in eine Differenzgleichung iiberfiihrt:
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AX Ax 1
—~Uu-X daraus folgt = —
A K & BN

Die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit p zurzeit t wird mit folgender Gleichung eingeschétzt:
X . —X,_ 1
ut _ t+1 t—1

T t+D)—(t-1) x,

Verbrauchs- und Bildungskinetik
Die Verbrauchsgeschwindigkeit von Glukose und Glutamin, die Bildungsgeschwindigkeit von

Laktat sowie des Antikorpers werden mit folgenden Differenzialgleichungen beschieben:

@ = quk - X
dt
dGIn _qGln-x
dt
dLak _qlak-x
dt
dp
= —qP-
a T

x: Lebend-Zellzahl [Zellen/ml]

Gkl: Glukosekonzentration [mmol/1]
Gln: Glutaminkonzentration [mmol/1]
Lak: Laktatkonzentration [mmol/l]

P: IgG-Konzentration [mg/1]

Die spezifischen Geschwindigkeiten zum Zeitpunkt t werden mit folgenden Differenzgleichungen

eingeschitzt:
__ Gk, -Gk, 1
Cot+D=(t-1) x,
qGln, = — Gln, -G, 1
t+)—-(t-1) x,
qlak = Lak,,, —Lak, , . 1

Tt -(t-1) x,
Pt+l - Pt—l 1

TG X
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qGlk: spezifische Glukoseverbrauchsgeschwindigkeit [mmol/h-Zelle]
qGln: spezifsche Glutaminverbrauchsgeschwindigkeit [mmol/h-Zelle]
qLak: spezifische Laktatbildungsgeschwindigkeit [mmol/h-Zelle]

gP: spezifische IgG Produktionsgeschwindigkeit [mg IgG/h-Zelle]

Die Angaben der spezifischen Geschwindigkeiten wurden auf eine Zellzahl von 10° Zellen

normiert.

6.5.2. Berechnung der Langmuir-Isotherme

Die Massentransferrate von der fliissigen Phase (IVIg-Losung) auf die feste Phase (Protein A

Membran) kann bei einer Langmuir-Isotherme durch folgende Gleichung beschrieben werden:

dQ

_:kl .C(Qmax _Q)_kz Q
dt

C: IVIg-Konzentration der Beladungslosung [mg/ml]

Q: Beladung der Protein A Membran [mg/cm?]

Quax: maximale Bindungskapazitét [mg/cm?]

ki/ky: Geschwindigkeitskonstanten

Im Gleichgewicht gilt:

= QmaX mit I<Diss =
+C 5

~ |Hw

Diss
Kbpiss: Dissoziationskonstante [mol/l

Die Dissoziationskonstante Kp;s (Einheit: Mol) und die maximale Bindungskapazitit Q,.x werden
durch eine graphischen Auftragung von 1/Q gegen 1/C aus dem Abszissenabschnitt (1/Qy) und

aus dem Ordinatenabschnitt (1/Kp;ss) erhalten.

6.5.3. Berechnung der maximalen Belegungsdichte

Unter der Annahme, dass eine Zelle bei einem Durchmesser von ungefédhr 20 um eine Fldche von
314 um® einnimmt, kann in Bezug auf die angebotene Membranfliche die maximale

Belegungsdichte der Membran mit Zellen bestimmt werden.
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Xz= maximal mogliche Zellzahl
Az= geschiitzte Fliche, die eine Zelle einnimmt 314 ym?® (Annahme: ~ 20 um mittlerer
Zelldurchmesser)

An= Membranfliche [cm?]

Y max= maximale Belegungsdichte [Zellen/cm?]

Um den Einfluss der Zellen auf die Antikorperadsorption zu untersuchen wurden Versuche aus
zellhaltigem Medium mit einer Anzahl an Zellen von ungeféhr 1/3 iiber der maximal moglichen

Belegungsdichte durchgefiihrt.

6.5.4. Berechnung der Proteinausbeute und Wiederfindungsrate

Protein Ausbeute [%0]: Prozentualer Anteil der eluierten IVIg-Menge von der angebotenen IVIg-
Menge.*

Ausbeute [%] = —Eluion_ {00

n angeboten

Wiederfindungsrate WFR [%0]: Prozentualer Anteil der insgesamt gefundenen IVIg-Menge zur

angebotenen Menge.*

n +n + Ny
WFR [%] — Z Ende Wasch Elution . 100

angeboten

* : nach Abzug des IgGs-Anteils (5,7 %) des IVIgs (vgl. Abschnitt 6.3)
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6.6.  Abbildungen

6.6.1. Einfluss der Hauptkomponenten auf die Guite der Vorhersage

60 -
50 -
40 -

30 A

RMSEP [%)]

20 -

10 4

Anzahl der Hauptkomponenten

Abbildung 6.6.1: Einfluss der Hauptkomponenten auf die Giite der Vorhersage am Beispiel der
Laktatkonzentration. Modell aus K3 und Vorhersage von K2. Die Giite der Vorhersage gemessen
am Fehler der Vorhersage RMSEP (root mean square error of prediction).

6.6.2. 2D-Fluoreszenzspektren des Mediums fur die CHO-Kultivierung

ety Irtenseal

0-315
315- 630
B30 - 945

945 - 1260 0
1260 - 1575
1575 - E
B 1200 - 2205
2205 - 2520
2520 - 2835
2835 - 3150
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3780 - 4005

W20

Emission [nm]

Abbildung 6.6.2: 2D-Fluoreszenzspektren des CHO-Fermentationsmediums vor Beginn der Kulti-
vierung K1 bis K4.
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6.7. Abklrzungsverzeichnis

ACN Acetonitril

AEX Anion Exchange Chromatography
APS Ammoniumpersulfat

AU Adsorbtionseinheit

BM Background Mean

BSA Bovines Serum Albumin

BHK Baby Hamster Kidney

CCD charged coupled device

CEX Cation Exchange Chromatography
CHO Chinese Hamster Ovary

CIM Convective Interaction Media

CLC Conjoint Liquid Chromatography
CcOoSs CV1 origon SV40

CO, Kohlendioxid

DMEM Dulbeccco’s modified Eagel Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonuceic acid

E. coli Eschericha coli

EDTA Ethylendiamintetraacetic acid

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EPO Erythropoetin

EtOH Ethanol

Fab Fragment Antigen Binding

Fc Fragment Cristallizable

FKS Fotales Kélber Serum

FPLC Fast Performance Liquid Chromatography
g Gramm

g Erdbeschleunigung

h Stunde

HCl Salzsdure

HIC Hydrophobic Interaction Chromatography
HPLC High PerformanceLiquid Chromatography

HPMDC High Performance Monilithic Disk Chromatography
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HS
HSA
Ig
IVIg

konz.

LDH

max
MeOH
min

mg
MgCl
ml

mM
MWCO

NADH
NaOH
NCS
nm
OPA
PAGE
PBS
PCA
PenG
pl

pl
PLS
PVDF

QA

RC
RRC
RT

Horse Serum

Humanes Serum Albumin
Immunglobulin

intravendses Immunglobulin
Konzentration

Liter

Laktatdehydrogenase

molar

maximal

Methanol

Minute

Milligramm
Magnesiumchlorid

Milliliter

millimolar

Molecular Weight Cut-Off
Stoffmenge
Nicotinamidadenindinucleotid
Natronlauge

Newborn Calf Serum
Nanometer
Ortho-Phtaldialdeyd
Polyacralamid Gelelektrophorese
Phosphat Buffered Saline
Principle Component Analysis
Penicillin G

Pikoliter

Isoelektrischer Punkt

Partial Least Square
Polyvinylidenfluorid
QuaterndreTrimethylaminoethyl
registriert

regenerierte Cellulose
Reversed Phase Chromatography
Raumperatur

Sekunden
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SDS Sodiumdodecylsulfat

SEC Size Exclusion Chromatography
SFM Serum Free Medium

SM Signal Mean

SNR Signal to Noise Ratio

t Zeit

t-PA TissuePplasminogen Activator
TBS Tris Buffered Saline

TBST Tris Buffered Saline+ Tween 20
TEMED Tetramethylenethylendiamin
TFA Triflouressigséure

THF Tetrathydrofuran

U Unit

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

Hmax maximale Wachstumsrate
pmol Mikromol

uv Ultraviolett

VIS Visuell

WFR Wiederfindungsrate

YAG Yittrium-Aluminium-Granat
z. B. zum Beispiel

6.8. Gerate, Material und Reagenzien

Gerate

Accu-jet*Pro

Affymetrix 417™ Array
Analysenwaage Analytic AC 210 S
Autoklav Tecnomara

Biostat®B DCU

BioView" Sensor

Brutschrank

Dioden Array Detector (LaChrom L-7455)
Eppendorf Research Pipette
Fluoreszenzdetektor RF-10AXL

Hersteller

Brands GmbH & Co. KG, Wertheim
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Sartorius AG, Gottingen

Integra Bioscience, Fernwald

B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen,
DELTA Light & Optics, Hersholm, Dédnemark
Heracus, Hanau

Merck/Hitachi, Darmstadt

Eppendorf AG, Hamburg

Shimadsu, Duisburg
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Fluoreszenzscanner GenePix®4000B
FPLC BioLogic AVR7-3
Gelelektrophoreseapparatur
LaChrom HPLC D-7000er Serie
Kamera EOS 300D

Magnetriihrer IKAMAG®
Mikroskop BX-41

Mikroskop IX-50

pH-Elektrode

pO,-Elektrode

Spektrophotometer ,,Multiskan*
Spektrometer ,,ND-1000“
Plattenlesegerit, Microplatercader
Préaparative HPLC
SDS-Gelelektrophorese
Sterilwerkbank MSC Advantage
Thermomixer comfort
Ultraschallbad Sonorex Super RK510H
Vortex-Mixer Typ 1719
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

YSI 2700 SELECT

Zentrifuge Multifuge 3s,
Zentrifuge 5415R, gekiihlt

Verbrauchsmaterial

Criterion Blotter
Einmalpipetten

Filterpapier zum Blotten FN100
Immun-Blot PVDV-Membran
Kryor6éhrechn

6-Lochplatte

96-Lochplatte

96-Lochplatte (UV)
96-Lochplatte (Maxisor' )

Axon Instruments, Foster City, CA, USA.
BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen
BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen

Merck/Hitachi, Darmstadt

Canon, Lake Success, NY, USA

IKA Werke GmbH, Staufen

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

Thermolabsystem, Langenselbold, Deutschland

NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA

BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen
BiIlO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen,

GE Healthcare, Miinchen

Thermo Scientific, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg
BANDELIN electronis GmbH, Berlin
VWR International GmbH, Darmstadt
Sartorius AG, Gottingen

Memmert GmbH, Biichenbach

Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH,

USA
Heraeus, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

Hersteller

BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen

Sarstedt AG, Niimbrecht

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen
BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen

Nunc GmbH, Wiesbaden
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Corning GmbH, Life Sciences, Wiesbaden

Nunc GmbH, Wiesbaden
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24-Lochplatte

Pipettenspitzen

PowerPac

Reaktionsgefille

Spritzenvorfilter Minisart, steril (0,2 pm)
Spritzenvorfilter Minisart RC 4 (0,2 pm)
Spectra/Por Dialysis Membran

(MWCO 1000)

Vivaspin 20 (30 kDa)

Vivaflow 50 (30 kDa)

Vivapure miniprep Protein A

Vivapure mini Q und S

Zentrifugalfilter Vivaspin 500

Kits

Alkaline Phosphatase Conjugate Substrat Kit
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Mouse-IgG-ELISA

Chromatographiesaulen
CIM"Disks (3,4 ml Bettvolumen)
HiTrap Protein G HP, 1 ml

PSS Proteema SEC

(8 x 300 mm, 300 A)

ZORBAX Poroshell 300SB-C8
(2,1 x 75 mm)

Reagenzien

Alle hier aufgefiihrten Reagenzien und Chemikalien hatten, falls nicht anders angegeben, den

kommerziell hochsterhéltlichen Reinheitsgrad.

Reagenzien

Acetonitril

Acrylamid (40 %ig)

Alexa Fluor® 555 anti-maus IgG (goat)
APS

Borsdure

Sarstedt AG, Niimbrecht

Sarstedt AG, Niimbrecht

BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen
Sarstedt, Niimbrecht

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen

Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguesz

CA, USA

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goéttingen
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gé&ttingen
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen

Hersteller
BIO-RAD
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Hersteller

BIA Separations, Ljubljana, Slowenien
GE Healthcare, Miinchen

Polymer Standards Service GmbH, Mainz

Agilent Technologies, Boblingen

Hersteller

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
GE Healthcare, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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BSA

DAPI
Dikaliumhydrogenphosphat
DMEM/Ham'’s F-12
DMSO

D(+)-Trehalose

EDTA

Essigsdure

Ethanol

Ethanolamin

Formaldehyd

Glycin

Gycerin

Gibco™ Hybdioma-SFM
Glutamin-Losung

goat anti-mouse 170-6520
HCI 36%)

IgG Alkaline Phosphatase Conjugate
Insulin-Losung, human
Kaliumchlorid
Kaliumhexacyanoferrat 11
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Methanol

Mercaptoethanol

NADH

NaOH
Natriumacetat-Trihydrat
Natriumazid
Natriumborhydrid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumthiosulfat

N, N'-Methylen-Bisacrylamid (2%ig)
Nonidet-P 400
Ortho-Phtaldialdehyd

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
MobiTec, Gottingen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck, KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Invitrogen, Karlsruhe

PAA Laboratories, Paschingen Osterreich
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Riedel de Haden, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

GE Healthcare, Miinchen

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Penicillin G Amidase

Penicillin/Streptomycin

Pferdeserum

PhastGel Blue R-Tablette

Protein G

Panserin™ PX10 und PX401

Proteinmarker
Pyruvat

rabbit muscle L-LDH
Silbernitrat

SDS

TEMED
Tetrahydrofuran
Transferrin, human
Trehalose
Trifluoressigsdure
Tris-HCI

Triton X 100
Trypanblau-Losung
TopBlock

Tween 20

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

PAA Laboratories, Paschingen, Osterreich
PAA Laboratories, Paschingen Osterreich
Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Schweden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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