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Zusammenfassung \%

Zusammenfassung

Die biotechnologische Produktion pharmazeutisch wirksamer Proteine mit
Sdugetierzellen ist durch deren langsames Wachstum und hohe Anspriiche an
Medienzusammensetzung und Kultivierungsbedingungen ein kosten- und
zeitintensives ~ Verfahren. Um einen solchen Produktionsprozess im
grofitechnischen Maf$stab rentabel durchzufiihren, bedarf es unter anderem einer
Optimierung der Zelllinien hinsichtlich ihrer Produktivitit sowie einer
Optimierung der Prozessanalytik zur besseren Beobachtung und Regelung des
Kultivierungsprozesses. Im Rahmen dieser Arbeit wurden unter Nutzung von in
der Industrie hédufig eingesetzten Zelllinien verschiedene Methoden, die zu einer
Verbesserung von Produktionsprozessen beitragen konnen, entwickelt und
angewendet.

Die Verwendung einer Affinitaitsmatrixfirbemethode bei Sortierungen einer
Hybridomzelllinie in Hinblick auf eine Steigerung der Produktivitit konnte
erfolgreich gezeigt werden. Basierend auf diesen Analysen ist eine
Weiterentwicklung dieser Farbemethode vorgenommen worden. Deren erste
Untersuchungen auf Protein-Microarray Ebene zeigten vielversprechende
Ergebnisse  ftir die = Anwendung bei der  Zellsortierung  zur
Produktivitdtsteigerung.

Ferner wurde die Einsatzmdoglichkeit der 2D-Fluoreszenzspektroskopie fiir die
nicht invasive online Prozessanalytik wiahrend der Herstellung pharmazeutischer
Proteine mit Sdugetierzellen fiir Batch-, Fed-Batch- und Perfusionsprozesse ndher
untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine multivariate Datenanalyse
eine Vorhersage wichtiger Prozessgrofien mit hoher Genauigkeit ermoglicht. Ein
Vergleich der verschiedenen Kultivierungsmodi macht den Einfluss der
Zusammensetzung des Mediums und des Zellmetabolismus auf die
chemometrische Datenauswertung deutlich.

Die Sauerstoffaufnahmerate von Zellen ist eine aussagekraftige Grofie des
Zellmetabolismus und dem zu Folge von entscheidender Bedeutung bei der
Prozessentwicklung und Proteinproduktion sein. Die erfolgreiche Bestimmung
dieser Grofse mit Hilfe eines neu entwickelten online Sensors konnte anhand von
BHK- (Baby Hamster Kidney) Zellkultivierungen im Perfusionsmodus gezeigt

werden.
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Abstract Vi

Abstract

The production of pharmaceutical proteins using mammalian cells is a resource
and time intensive procedure due to their slow growth and high demands
regarding medium composition and cultivation conditions. Optimization of cell
line, medium and conditions is required to make a process economically feasible.

The productivity of cell populations was successfully improved by cell staining
and sorting with a FACS system in the first part of this study. The affinity matrix
staining method used was optimized and its efficiency was evaluated by protein
microarrays.

The application of a 2D-fluorescence spectroscope for non-invasive online
process analysis during the production of pharmaceutical proteins in batch-, fed-
batch- and perfusion processes was evaluated in the second part. Multivariate
data analysis and the generation of chemometric models allowed the prediction of
key process parameter with high accuracy. The comparison of different cultivation
modes showed the influence of both the medium composition and the cell
metabolism on the chemometric data analysis.

The oxygen uptake rate of cells is an important parameter of the cell metabolism
and can be used for process development and monitoring of protein production.
The successful determination of this parameter via a newly developed online

sensor was shown by in BHK perfusion cultivations in the third part of this study.

Keywords: Schlagworter:

Mammalian cells Sdugetierzellen

Cell-surface affinity matrix Affinitatsmatrixfarbemethode
2D-Fluorescence spectroscopy 2D-Fluoreszenzspektroskopie

Oxygen uptake rate Sauerstoffaufnahmerate
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1 Einleitung

Fiir die biotechnologische Produktion von pharmazeutischen Proteinen werden
in der Industrie neben Bakterien und Hefen zunehmend auch Sdugetierzellen
eingesetzt. Erstere zeichnen sich durch ihre Robustheit, ein schnelles Wachstum
und durch eine hohe Produktivitédt aus. Im Gegensatz zu Saugetierzellen verfiigen
Prokaryonten jedoch nicht tiber die Fahigkeit die Faltung der produzierten
Proteine zu einer biologisch aktiven Tertidrstruktur vorzunehmen. Des Weiteren
fehlt ihnen die Fahigkeit zur Durchfithrung von humankompatiblen,
posttranslationalen =~ Proteinmodifikationen =~ wie  Glykosylierung  oder
Phosphorylierung [1]. Die Faltung und Modifikation der Proteine sind oftmals
essentiell fiir die biologische und therapeutische Wirksamkeit der Proteine im
Korper, da sie die mittlere Verweilzeit, die Loslichkeit und Immunogenitadt des
Proteins im Korper bestimmen und das Protein vor Proteasen schiitzen konnen [2-
5]. Zur Herstellung dieser posttranslational modifizierten, therapeutisch
verwendbaren Proteine werden daher Sdugetierzellen eingesetzt.

Charakteristisch fiir diese Zellen sind ein deutlich langsameres Wachstum sowie
eine verminderte Produktivitidt im Vergleich zu Prokaryonten. Unter dem Aspekt
einer steigenden Nachfrage und einer kosten- und zeiteffizienteren Herstellung
therapeutischer Proteine mit Hilfe von Sdugetierzellen ist eine Steigerung der
Produktausbeute demnach unabdingbar. Dies kann tiber eine Vergrofierung der
Kultivierungsvolumina oder einer Intensivierung des Prozesses durch Erhohung
der Produktivitdt erfolgen. Ersteres konnte durch eine Erh6hung der Anzahl der
Kultivierungsgefafie (z.B. Bioreaktoren) oder durch eine Vergrofierung der Gefdfse
erreicht werden. Das gesteigerte Volumen verursacht jedoch einen hoheren
Aufwand bei der anschliefenden Isolierung der Proteine aus den

Kultivierungslosungen. Eine Erhohung der Produktivitat des



2 Einleitung

Kultivierungsprozesses kann dagegen durch eine Optimierung der Zelllinie, des
Mediums oder des Prozesses selbst erfolgen.

Die Auswahl einer geeigneten Zelllinie ist dabei der wichtigste Aspekt. Generell
werden nach der Transfektion die Zellen mit den besten Wachstums- und
Produktionseigenschaften = ausgewdhlt wund vermehrt. Aufgrund sehr
unterschiedlicher Expressionsniveaus der rekombinanten Proteine entstehen
zumeist sehr heterogene Zellpopulationen. Mogliche Ursachen liegen in der
unterschiedlichen Kopienzahl der Gene, die in das Genom der Wirtszelle
integrieren oder in der Instabilitit der Zelllinie (wie beispielsweise bei
Hybridomzellen) [6-9]. Zur Gewinnung einer homogenen Zellpopulation
hochproduzierender Zellklone ist eine Selektion einzelner Zellen nach ihrer
Produktivitat erforderlich.

Optimierte Kulturmedien sollen das Wachstum und die Proteinproduktion der
tierischen Zellen unterstiitzen und miissen daher auf jeden Zelltyp genau
abgestimmt sein. In der Industrie werden zunehmend serumfreie und proteinfreie
Medien mit chemisch definierter Zusammensetzung verwendet. Auf diese Weise
wird die Aufreinigung erleichtert und das Risiko einer Kontamination mit Viren
oder Fremdprotein tiber das Medium in den Produktionsprozess stark verringert.

Die Produktion rekombinanter Proteine durch Sdugetierzellen wird
{iberwiegend in Bioreaktoren durchgefiihrt. Eine Uberwachung und Regelung des
Prozesses erfolgt tiber eine intensive online und offline Analytik. Zu den online
Messgrofsen gehoren tiblicher Weise die Temperatur, die Sauerstoffkonzentration
und der pH Wert. Alle weiteren wichtigen Kenngrofien wie Zellzahl, Metabolit-
und Produktkonzentrationen konnen nur durch eine zeit- und kostenintensive
offline Analytik bestimmt werden. Eine verbesserte online Kontrolle der
Kultivierung koénnte die Uberwachung des Prozesses deutlich erleichtern und

somit die Kosten senken.
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2 Zielsetzung

Die Produktivitdt bei der Herstellung von pharmazeutischen Proteinen mit
Sdaugetierzellen kann durch die Optimierung der Zelllinien, des Mediums oder des
Prozesses gesteigert werden. Diese Arbeit befasst sich mit zwei Teilbereichen
dieser Gebiete: Zum einen mit der Steigerung der Produktivitdt von Zelllinien und
zum anderen mit der Verbesserung der online Kontrolle am Bioreaktor bei der
Kultivierung von Sdugetierzellen.

Das Vorgehen zur Produktivitdtssteigerung einer Zellpopulation basiert auf der
Markierung der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen, welche anschlieffend mittels
eines FACS  (Fluorescence  Activated  Cell ~ Sorter)  hinsichtlich  ihrer
Produktivitdtseigenschaften hin sortiert werden. Eingangs soll eine Farbemethode
etabliert und ihre Wirksamkeit unter Nutzung einer Hybridomzelllinie untersucht
werden. AnschlieSend wird diese Fiarbemethode weiterentwickelt, um sie fiir
verschiedene in Zelllinien produzierte Proteine zugdnglich zu machen. Die breite
Anwendbarkeit dieser innovativen Farbemethode soll am Beispiel einer neu
entwickelten Zelllinie demonstriert werden.

Eine der zu untersuchenden online Messmethoden fiir die Bioreaktor-
kultivierung von verschiedenen Sdugetierzellen ist die nicht-invasive 2D-
Fluoreszenzmessung mit Hilfe des BioView® Sensors (DELTA Light & Optics). Die
gewonnenen Fluoreszenzdaten sollen in Kombination mit multivariaten
Auswerteverfahren zur Entwicklung chemometrischer Modelle fiir verschiedene
Prozessgrofsen verwendet werden. Diese Modelle konnten anschliefsend der
besseren Prozessiiberwachung und Steuerung dienen, da mit ihrer Hilfe Aussagen
tiber zuvor nur offline gemessenen Prozessgrofien nun zeitnah getroffen werden
konnen. Untersucht werden sollen zudem die Einfliisse verschiedener
Kultivierungsmodi (Batch, Fed-Batch, Perfusion) auf die Modellbildung und

Vorhersage. Dartiber hinaus soll die Wirkung physikalischer Verdnderungen im
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Bioreaktor auf die 2D-Fluoreszenzsspektren und deren Einfluss auf die
multivariate Datenanalyse untersucht werden.

Eine weitere nicht-invasive online Messmethode ist die Sauerstoffaufnahmerate
(Oxygen Uptake Rate, OUR) Messung. Im Rahmen dieser Arbeit soll ein neu
entwickeltes Messgerdt (insitu OUR Sensor) zur Bestimmung der
Sauerstoffaufnahmerate am  Beispiel von BHK-Zellkultivierungen im
Pefusionsmodus Anwendung finden. Bisher musste die Bestimmung dieser Grofle
entweder aufSerhalb des Bioreaktors oder unter Installation einer aufwendigen

Abgasanalytik durchgefiihrt werden.
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3 Grundlagen

3.1 Sdugerzellkultivierung

Zelllinien

Die ersten Versuche mit tierischen Zellen wurden Anfang des 20. Jahrhundert
beispielsweise von Ross Harrison (Aufbau von Nervenfasern) [10] und Alexis
Carrel (Kulturmedien und Gefdflen fiir die Zellkultivierung) [11] durchgefiihrt.
Die Weiterentwicklung der Kultivierungstechniken wéhrend des zweiten
Weltkrieges wurde von dem Ziel getrieben, virale Impfstoffe zu entwickeln. 1955
konnte die erste Produktion im grofien Mafistab von inaktivierten Polioviren in
primédren Affennierenzellen genehmigt werden. Die Methoden, die zur
Gewinnung und Erhaltung primérer Zellkulturen entwickelt wurden, ebneten
auch den Weg fiir die Entwicklung von stabilen Zelllinien. Hayflick entwickelte
schliefilich eine Zelllinie aus embryonalen Affennierenzellen-Geweben, die sich
bis zu 50-mal teilen, kryokonservieren und revitalisieren lieflen. Diese Zelllinie
(WI-38) wurde zur Basis fiir die Produktion von Impfstoffen gegen Polio, Masern,
Mumps und Rételn, wihrend andere Zelllinien wie BHK fiir die Produktion von
tierischen Impfstoffen eingesetzt wurden (z.B. fiir Maul- und Klauenseuche) [12].
Die Entwicklung dieser langlebigen und kontinuierlich wachsenden Zelllinien
schuf die Moglichkeit einer breiteren Nutzung von Sdugetierzellen fiir die
Produktion verschiedenster therapeutisch verwendbarer Proteine. Mit Hilfe der
Entwicklungen in der Gentechnologie war es ab Mitte der 70er Jahre moglich,
zundchst in Prokaryonten und Hefen und spéter auch in Sdugetierzellen Fremd-
DNA transient oder stabil in das Genom einzubringen [13, 14]. Diese DNA-
Rekombinationstechnologie ermoglichte es, eine Vielzahl humandhnlicher,
posttranslational modifizierter Proteine in vitro in Sdugerzellen zu produzieren.
Auf Grund der zeit- und kostenintensiven Herstellungsprozesse ist diese Art der
Proteinproduktion weiterhin nur fiir in Prokaryonten und Hefen nicht

herstellbaren Proteine und nur fiir pharmazeutische Zwecke interessant.
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Produkte
Die  besondere  Befdhigung der  Sdugetierzellen  posttranslationale
Proteinmodifikationen durchzufiihren (wie Gykosylierungen und

Phosphorylierungen) fiihrt seit Jahren zu einem starken Anstieg des Einsatzes der
Zellen fiir die Proteinproduktion. 1996 tiberstieg das Gesamtmarktvolumen der
von tierischen Zellen produzierten Biopharmazeutika erstmals das von Escherichia
Coli und Hefen. Dieses Verhiltnis hat sich in den letzten Jahren weiter zu Gunsten
der tierischen Zellen verschoben [12]. In Abbildung 1 ist dieser starke Anstieg der
Anzahl von lizenzierten Biopharmaka aus Sdugetierzellkultivierungen dargestellt.

Ebenfalls gezeigt ist die Erh6hung der Nachfrage nach diesen Produkten in den

letzten Jahren.
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Abbildung 1: Nachfrage von Produkten aus Sdugetierzellkulturen [15].

Die zurzeit wichtigste Klasse pharmazeutischer Proteine bezogen auf das
Marktvolumen sind monoklonale Antikdrper. Durch ihre hohe biologische
Spezifitit wurden sie zundchst fiir Immunoassays wie ELISA und andere
Diagnosemethoden eingesetzt. Inzwischen werden Antikérper auch fiir die
verschiedensten therapeutischen Zwecke verwendet (z. B. zur Unterdriickung der
Abstoflung von transplantierten Organen, zur Behandlung von Asthma oder
rheumatischer Arthritis) [16]. Dariiber hinaus existieren andere rekombinante

Produkte auf dem Markt z. B. Faktor VIII gegen Hamophilia A, Erythropoetin
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gegen Andmie oder P-Interferon gegen Multiple Sklerose. Tabelle 1 zeigt eine
Auswahl von zugelassenen Produkten, deren Hersteller und die daftr
verwendeten Zelllinien.

Bei der Produktion von Proteinen in Sdugetierzellen muss allerdings beachtete
werden, dass komplexe Biopharmazeutika wie Proteine oder Viren, die durch
Zellkultur produziert werden, durch ihren eigenen Produktionsprozess definiert
sind. Das heifst, dass analytische, biologische und immunologische Tests auf
Grund der Komplexitdt der Molekiile fiir den Produktverkauf nicht ausreichend
sind. Somit basiert die Lizenzierung eines Produkts auf dem spezifischen
Produktionsprozess, welcher nicht ohne weiteres verdndert werden darf.
Prozessdnderungen konnten neue Lizenzierungsprozeduren nach sich ziehen.
Neue Technologien fiir den Produktionsprozess werden somit vor der Einfithrung
griindlich analysiert und die Vor- und Nachteile insbesondere in Bezug auf die
Kosten sorgfiltig gegeneinander abgewogen. Dies macht die Einfiihrung neuer

Produkte oder Generika auf dem Markt schwieriger.



Produkt Protein Hersteller Applikation Zelllinie Zulassung
Activase® Tissue Plasminogen Genentech Akute Lungenembolie, CHO 1987
Activator (tPA) akuter Herzinfarkt
Epogen® Erythropoetin Amgen Anémie CHO 1989
Kogenate® Faktor VIII Bayer Hemophilia A BHK 1993
Gonal-f® Follikel Serono Weibliche Unfruchtbarkeit CHO 1995
stimulierendes
Hormon
Avonex® Interferon-3 Biogen Multiple Sklerose CHO 1996
BeneFix® Faktor IX Wyeth /Genetics Hemophilia B CHO 1997
Institut
Herzeptin®/Trastuzumab  mAk Roche /Genentech  Brustkrebs CHO 1998
Simulect®/ Basiliximab mAk Novartis Akute Abwehr von Mausmyeloma 1998
transplantierten Nieren
Campath®/Alemtuzumab  Humanisierter mAk  Millennium Leukdmie CHO 2001
/ Berlex
Xigris® Aktiviertes Protein C  Eli Lilly Sepsis Humane 2001
(aPC) Zelllinie
Humira® Humaner mAk Abott Laboratories ~Reumatische Arthritis nn. 2002
(antiTNF)
Zevalin® Maus mAk IDEC Nicht-Hodgkin CHO 2002
Pharmaceuticals Lymphoma
Xolair®/Omalizumab Humanisierter mAk Genentech Asthma CHO 2003
Amevive® Dimeres Biogen Chronische CHO 2003
Fusionsprotein Schuppenflechte
Avastin®/ Bevacizumab Humanisierter mAk Roche Dickdarm- oder CHO 2004
Rektumkrebs

Tabelle 1: Beispiele fiir zugelassene Produkte hergestellt mit Sdugetierzellen [12, 17].

uabe|punio
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3.2  Optimierung von Zelllinien

Die Wahl der idealen Zelllinie fiir die Produktion rekombinanter Proteine hingt
von vielen verschiedenen Faktoren ab. Auf der einen Seite muss sie leicht zu
transfizieren sein und die Fahigkeit haben das gewiinschte Protein stabil zu
transkribieren, zu translatieren, zu falten, posttranslational zu prozessieren und
wenn moglich ins Medium abzugeben [18]. Auf der anderen Seite sollte die Zelle
auch in serumfreiem Medium wachsen und produzieren konnen, da die
Gewinnung des Zielproteins aus einem proteindirmeren Medium sehr viel
einfacher ist [19-22]. Wiinschenswert ist auch eine Widerstandsfdhigkeit
gegeniiber Scherkriften und mechanischer Zerstérung, welche durch Rithren und
direkte Blasenbegasung verursacht werden kénnen [23-27].

Obwohl schon viele Zelllinien auf ihre Fahigkeit zur Produktion rekombinanter
Proteine untersucht worden sind, haben nur wenige die bevorzugten
Eigenschaften fiir die Expression von pharmazeutischen Proteinen [12]. Zu ihnen
zdhlen CHO (Chinese Hamster Owvary) Zellen, aber auch BHK, NSO (Maus-
Myelomzellen) und Mausmeloma SP2/O Zellen.

Der erste kritische Aspekt bei der Entwicklung einer gut produzierenden
Zelllinie stellt die Transfektion dar. Die DNA des kodierten gewtiinschten Proteins
kann vortiibergehend (transient) ins Zytoplasma oder stabil ins Genom der Zelle
eingebracht werden [28]. Die transiente Expression bietet die Moglichkeit, das
gewiinschte Protein zur Charakterisierung oder zur Ermittlung des am besten
geeigneten rekombinanten Vektors schnell in benctigter Menge zu produzieren.
Diese Untersuchungen sind wichtig bevor die zeit- und arbeitsintensive Isolierung
und Charakterisierung eines stabil transfizierten Klons vorgenommen werden
kann [12, 29].

Die Isolierung der stabil produzierenden Klone wird mit Hilfe von

Einzelzellklonierungen, wie beispielsweise , limiting dilution”, durchgefiihrt. Dabei
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werden die einzelnen Klone nach einer Wachstumsphase auf ihre
Proteinexpression hin untersucht [30].

Schnellere, weniger arbeitsintensive Untersuchungen ganzer Zellpopulationen
ermoglichen die Durchflusszytometrie [31, 32] oder der Einsatz von Robotern [33].

Nachfolgend wird die Funktionsweise von Zytometern niher erldutert.

3.2.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Technik zur gleichzeitigen Messung der Grofse
und Granularitit sowie der Fluoreszenzeigenschaften von Zellen. Die
Durchflusszytometrie erlaubt dabei die Analyse von bis zu 50.000 Zellen s [34]
und bis zu 10 verschiedene Messgrofien fiir jede Zelle. Anwendung findet diese
Technik vor allem in der Medizin. Insbesondere in den Bereichen der
Hamatologie, der Infektionsforschung und Immunologie wird sie fiir die
Zelldiagnostik eingesetzt. Aber auch in der medizinischen und biotechnologischen
Forschung werden Durchflusszytometer immer hdufiger verwendet.

Das Prinzip eines Durchflusszytometers beruht auf der Vermessung von
vereinzelten Zellen in Suspension durch einen Laserstrahl. Dieser Laserstrahl
verursacht durch das Auftreffen auf die Zellen sowohl Emissions- als auch
Streulichtsignale welche mittels Photomultipliern nachgewiesen werden. Das
Streulicht wird als Vorwdrtsstreulicht (FSC = Forward Scatter) und als
Seitwiértsstreulicht (SSC = Sideward Scatter) aufgefangen. Dabei ist das FSC Signal
ein Maf$ fiir die Beugung des Lichts im flachen Winkel und hiangt vom Volumen
der Zelle ab. Das SSC Signal ist ein Maf$ fiir die Brechung des Lichts im rechten
Winkel, die von der Granularitit der Zelle beeinflusst wird. Die Emission der
Fluoreszenz wird ebenfalls im rechten Winkel zum Laserstrahl detektiert. Die
Fluoreszenzintensitdt hangt dabei von dem eingesetzten Farbstoff, der Menge des
Farbstoffes und der untersuchten Zelle ab. Die Ergebnisse einer Messung werden

in Histogrammen als Verteilung gegen die Zellpopulation aufgetragen.
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3.2.1.1 Farbstoffe in der Durchflusszytometerie

Es existieren bereits einige Farbstoffe fuir die Durchflusszytometrie, die fiir
unterschiedlichste Fragestellungen eingesetzt werden. Dies ist notwendig, da
Zellen ohne eine Farbung mit fluoreszierenden Farbstoffen nur wenig Licht
emittieren. Eine Ausnahme bilden dabei rekombinante GFP-Zellen, welche durch
vorherige Transfektion die Eigenschaft besitzen, den fluoreszierenden Farbstoff
GFP (griin fluoreszierendes Protein) selbst herzustellen [35-37]. Fur die
Markierung von Zellen werden spezielle Farbstoffe, die sich spezifisch an
bestimmte Zellbestandteile binden und somit eine genauere Untersuchung dieser
ermoglichen [38]. Tabelle 2 zeigt eine Auswahl dieser Farbstoffe und ihre
Anwendung. Ebenso werden fluoreszenzgelabelte Antikdrper zur Ermittlung von
Zelleigenschaften eingesetzt. Sie sind bei der Untersuchung von lebenden Zellen
meist gegen bestimmte Oberfldchenproteine der Zellen gerichtet, konnen aber bei
permeabilisierten oder fixierten Zellen auch spezifisch Bestandteile im Zellinneren
anfdarben [39, 40]. Durch Einsatz verschiedenfarbiger Laser kann die Anzahl der
einsetzbaren Farbstoffe und damit die Informationsdichte erhcht werden. Bei
Verwendung mehrerer Laser konnen eine Vielzahl von Fluoreszenzfarben

gleichzeitig gemessen werden.

Fluoreszenzfarbstoff Anwendung Ausgewihlte Referenzen
DAPI Nukleinsduren Miiller (1992)

FITC Proteindetektion Degelau (1992)
Propidium Iodid Nukleinsduren Al-Rubeai (1997)

BCECF Intrazelluldrer pH Cherlet (1999)

Nile Red Lipide Gorenflo (1999)
SNARF-1 AM Membran Potential Ishaque (1998)

Sytox Green Nukleinsduren Lebaron (1998)

Tabelle 2: Fluoreszenzfarbstoffe und ihre Anwendungsmoglichkeit in der
Durchflusszytometrie [41]
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3.2.1.2 Zellsortierung mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wird nicht nur fiir die Analyse von Zellen sondern
auch bei der Zellsortierung eingesetzt. Ein FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)
ist ein Durchflusszytometer mit einer angeschlossenen Sortiereinheit. Die
selektierten Zellen konnen entweder in einem Gefafs (im ,Bulk”) oder als einzelne
Zellen in beispielsweise 96-Loch-Platten aufgefangen werden. Abbildung 2 zeigt

schematisch das Prinzip einer ,Bulk” Sortierung.

Zellsupension

J
=

Hiillenstrom

Diise

_____________ —— Laser Einstrahlung

_____________ , =—— Tropfenahriss

/ \Ahlenkpaﬂen
y +
i 2

b

waste

Abbildung 2: Prinzip der durchflusszytometrischen Sortierung mit Einfluss der
Zellsuspension und des Hiillstroms sowie der Steuerung der einzelnen Tropfen durch die
Ablenkplatten [42].

Das Prinzip der Sortiereinheit basiert darauf, dass der Probenstrom durch
konstante Schwingungen eines Piezoelements zu einem stabilen Tropfenstrom
tibergeht. Nach Verlassen der Diisenoffnung passieren die Zellen zundchst den
Laserstrahl und werden auf ihre Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften hin

analysiert. Anschlieffend wird der Strahl durch die Schwingung der Diise an einer
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bestimmten Stelle aufgebrochen und in regelméfiige Tropfen aufgeteilt. Hat eine
Zelle bei der Analyse die festgelegten Charakteristika erfuillt, wird eine elektrische
Ladung auf den die Zelle enthaltenen Tropfen gebracht. Dieser wird darauthin in
dem Feld zwischen den beiden Ladeplatten abgelenkt und in einem mit Medium
gefiillten Behdlter gesammelt. Die Bestimmung des Abstandes zwischen dem
Tropfenabrisspunkt und dem Messpunkt ist von entscheidender Bedeutung fuir
eine erfolgreiche Sortierung.

Die Durchflusszytometrie stellt eine ideale Methode zur Auswahl und Selektion
von geeigneten Zelllinien fiir die Produktion von pharmazeutischen Proteinen
dar. Beispielsweise kénnen die wenigen hochproduzierenden Zellen aus einer
Zellpopulation aussortiert werden und so die Produktivitit der Zelllinie gesteigert
werden. Die Bestimmung dieser Zellen gestaltet sich allerdings als schwierig, da
sich die meisten sekretierten Produkte nicht direkt an einzelnen Zellen erkennen
lassen. Fiir die Zellselektion mittels eines FACS ist es aber essentiell, dass die
Produktionsleistung einer Zelle tiber die Fluoreszenzintensitit sichtbar wird. Der
wichtigste Schritt ist somit, die Produkte innerhalb der Zelle oder an der
Zellmembran spezifisch mit fluoreszierenden Eigenschaften zu versehen und so
die produzierenden Zellen zu kennzeichnen.

In einigen Féllen konnte nachgewiesen werden, dass die intrazelluldre
Produktkonzentration gut mit der Produktionsrate der Zellen korreliert [8, 43-47].
Diese Art der Farbung bedingt aber die Permeabilisierung oder Fixierung und
somit Totung der Zellen.

Eine andere Herangehensweise bieten Hybridomzellen. Bei ihnen wurde in
einigen Zelllinien ein Zusammenhang zwischen dem Antikorpergehalt an ihrer
Zelloberfliche und ihrer Sekretionsrate hergestellt. Allerdings konnte diese
Eigenschaft nicht bei allen Hybridomzelllinien nachgewiesen werden [9, 48-51].

Eine Ausnahme bilden in diesem Zusammenhang rekombinante GFP Zellen,
die, da die Zellen selber fluoreszieren, gut mit einem FACS sortiert werden
konnen [52, 53]. Bei der Herstellung dieser Zelllinien gibt es zwei Moglichkeiten.

Einerseits kann eine Transfektion mit einem DNA-Abschnitt, bestehend aus einem
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tir das gewtinschte Produktprotein und einem fiir GFP kodierten DNA-Teilsttick,
durchgefiihrt werden. Diese Zelllinien translatieren das Protein in Verbindung mit
dem GFP und ein Fusionsprotein wird gebildet. Somit erlangt man eine direkte
Korrelation zwischen der Fluoreszenzintensitdt und der Produktkonzentration
[54-57]. Allerdings erhdlt man mit dieser Methode nicht das reine gewiinschte
Produkt. Andererseits konnen die beiden DNA-Teilstlicke fiir das gewtinschte
Protein und das GFP gemeinsam in die Zelle eingebracht aber getrennt translatiert
werden. So werden zwei verschiedene Proteine erhalten, die aber nicht in allen
Fallen im gleichen Verhiltnis produziert werden [58].

Bei Zelllinien, die nicht mit dieser Methode transfiziert wurden, miissen
Farbetechniken angewendet werden, die die sekretierten Produkte an den
Produzentenzelllinien binden und farben. Eine dieser Farbetechniken ist die
Microbead-Technologie, wobei die Zellen in kleinen Geltropfen eingeschlossen,
ihre sekretierten Produkte zundchst gebunden und anschliefend mit einem
fluoreszenzgelabelten Antikorper gefdarbt werden [59-61]. Diese Methode wurde
bereits zur Selektion von produzierenden Hybridomzellen [62] sowie fiir die
Auswahl von hochproduzierenden Zellen angewendet [63]. Die Nachteile dieser
Methode sind die Notwendigkeit eines speziellen Gerits zur Herstellung der Gel-
Mikrotropfen, sowie eine technische Anpassungen des FACS.

Die viel versprechenste Farbetechnik ist die Cell-Surface Affinity Matrix [64]. Sie
basiert auf der Herstellung einer Matrix an der Zelloberfldche, die den stabilen
Biotin-Avidin-Bindungskomplex nutzt. Das sekretierte Produkt wird spezifisch
von der Matrix abgefangen und anschlieflend mit einem fluoreszenzmarkierten
Antikorper detektiert. Sowohl Borth et al. als auch Bohm et al. konnten mit dieser
speziellen Technik die spezifische Produktionsgeschwindigkeit einer CHO
Zellpopulation erhohen [31, 65].



Grundlagen 15

3.3  Optimierung von Zellkulturprozessen

Eine Optimierung der Produktionsprozesse von pharmazeutischen Proteinen
mit tierischen Zellen involviert alle Bereiche der Herstellung. Dazu gehort die
Anzucht der Zellen, die Kultivierung in Bioreaktoren, die Ernte und Aufreinigung
des Produkts. Im Rahmen dieser Arbeit wird insbesondere auf eine Verbesserung
der online Kontrolle im Bioreaktor wahrend der eigentlichen Herstellung der
Proteine  eingegangen. Die  Uberwachung und  Steuerung  einer
Bioreaktorkultivierung erfolgt tiber eine intensive online und offline Analytik.
Dies ist notig, um  einerseits die optimalen Wachstum- und
Produktionsbedingungen fiir die Zellen sicherzustellen und andererseits den
idealen Zeitpunkt fiir den Abbruch des Prozesses, unter Vermeidung von
Produktverlust oder -degregation, zu finden [66-68]. Online wird tiblicher Weise
nur die Temperatur, die Sauerstoffkonzentration und der pH-Wert iiberwacht.
Aber auch spektroskopische Methoden wie UV, IR, Raman, und Fluoreszenz
kommen zum Einsatz. Des weitern werden optische Biosensoren, insitu
Mikroskope oder Affinitdtssensoren verwendet.

Diese optischen Sensoren werden zunehmend in der Bioprozesstechnik
eingesetzt, da sich mit ihnen die Kultivierung nicht-invasiv, online und insitu
beobachten ldsst. Eine Gefahr der Kontamination ist minimal, da kein direkter
Kontakt zur Kultursuspension vorhanden ist. Zudem ist eine simultane Detektion
moglich. Die kontinuierliche, zeitnahe Bestimmung von Prozessgrofien erlaubt
eine direkte Prozesskontrolle, die fiir einen Produktionsprozess eine wichtige
Voraussetzung darstellt. Der Zellmetabolismus wird durch optische Messungen
im Allgemeinen nicht beeinflusst und ermoglicht neben einer extrazelluldren
Analytik in vivo den Zugriff auf intrazelluldre Informationen, die mit anderen
Methoden kaum zugénglich sind. Systeme, die optische Lichtwellenleiter nutzen,
konnen an einen laufenden Prozess beliebig angeschlossen und von ihm getrennt
werden. Der Anschluss erfolgt tiber ein Sichtfenster. Die Sterilisation des

Bioreaktors stellt somit kein Problem dar. Lichtleiter haben aufierdem den Vorteil,
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nicht durch elektromagnetische Felder gestort zu werden, so dass eine
Informationstibertragung tiber ldngere Distanzen moglich ist [69-71]. Optische
Techniken bieten daher das Potential fiir eine schnelle und selektive Messung,
verbunden mit der erforderlichen Spezifitit und Empfindlichkeit sowie der

vergleichsweise geringen Kosten.

3.3.1 Zweidimensionale (2D-) Fluoreszenzspektroskopie

Der Einsatz von Fluoreszenzmessgerdten bei der Beobachtung von
Kultivierungsprozessen wurde zundchst auf die direkte Messung von
Fluorophoren in der Kultursuspension beschrdnkt. Der Zusammenhang zwischen
der NAD(P)H Fluoreszenzintensitit und der Zellmasse bei Hefe- und
Bakterienkultivierungen ist frith entdeckt worden [72, 73]. Nach der Entwicklung
von Mehrkanalspektrometern, mit denen eine grofsere Bandbreite an
Fluoreszenzwellenldngen gleichzeitig vermessen werden konnte, wurden die
Anwendungsmoglichkeiten fiir die Bioprozessbeobachtung stark ausgeweitet [74,
75]. Bei Saccharomyces cerevisiae Kultivierungen konnte so die Zellmasse auch tiber
die Vermessung der Tryptophan Fluoreszenzintensitédt ermittelt werden. Zudem
konnte die Bestimmung von Produktkonzentrationen (Pyridoxine) gezeigt werden
[76].

Die Entwicklung eines insitu 2D-Fluoreszenzspektrometers (BioView®) der
Firma DELTA Light & Optics (Danemark) machte es schlieSlich moglich, die
Fluoreszenz im Bioreaktor iiber einen sehr weiten Bereich zu vermessen. Dabei
erstreckt sich der Exzitationsbereich von 270 bis 550 nm und der Emissionsbereich
von 310 bis 590 nm (ein detaillierter Gerdteaufbau ist im Anhang zu finden).
Zunidchst wurde der BioView® fiir die direkte Beobachtung von Bakterien-, Hefe-
und Pilzkultivierungen eingesetzt [77, 78]. Mukherjee et al. konnten ferner zeigen,
dass auch eine Verdnderung des Metabolismus von Enterobakter aerogenes unter

verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen mit dem BioView® nachweisbar ist [79].
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Die komplexe Zusammensetzung biologischer Proben verursachen allerdings in
den Fluoreszenzspektren Uberlagerungen von Signalen. Aber auch Einfliisse wie
der pH-Wert, Medienzusammensetzung, Gasblasen, Temperatur,
Fluoreszenzloschung und der Kaskadeneffekt [80] erschweren die eindeutige
Zuordnung. Dies und die Menge an Fluoreszenzdaten machte die Anwendung
moderner Auswerteverfahren zur Interpretation der Daten unumgdnglich. Zur
Auswertung werden daher verschiedene multivariate Methoden eingesetzt [81,
82].

Im Zuge dessen sind mittlerweile vielfdltige Anwendungen der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie beschrieben worden. Skibsted et al. konnten bei der
Kultivierungen von Pseudomonas fluorescens eine chemometrische Verkniipfung
der offline Werte wie Nitrat-, Succinat- und Proteinkonzentration sowie fiir die
optische Dichte mit den online Fluoreszenzspektren herstellen. Dazu nutzten sie
die multivariate Kalibration und bildeten mittels Hauptkomponentenanalyse
(PLS) Regressionsmodelle fiir jeden Parameter [83]. Eine ndhere Beschreibung der
Hauptkomponentenanalyse und Modellbildung ist in Kapitel 4.2.1.1 zu finden.
Fiur Kultivierungen von Saccaromyces cerevisine konnte die Zellmasse durch
chemometrische Analyse der Fluoreszenzdaten mit Parallel Faktor Analyse
(PARAFAC) und durch eine Hauptkomponentenanalyse modelliert werden [84].
PLS Modelle konnten ferner fiir die Zellmasse und Produktkonzentration des
Antibiotikums Polymyxin B wé&hrend der Kultivierung von Bacillus polymyxa
erstellt werden [85]. Der BioView® wurde dartiber hinaus fiir die Uberwachung
der Stamm- bzw. Plasmidstabilitdt mittels metabolischer Anderungen von
Escherichia coli in verschiedenen Medien eingesetzt [86]. Bei der Anwendung des
BioView® fur Batch- und Fed-Batch-Kultivierungen des Fadenpilzes Aspergillus
oryzae konnten Modelle fiir die Zellmasse und Produktaktivitdt (Lipase) erstellt
werden. Mittels Parallel Faktor Analyse (PARAFAC) konnte der Start der
Zuftitterung deutlich erkannt werden [87].

Die Beobachtung von Saugetierzellkultivierungen mit einem BioView® ist bisher

wenig publiziert. Hisiger et al. verglichen die Konzentration von Tryptophan,
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NAD(P)H, Riboflavin und GFP wahrend der Kultivierung von NSO Zellen mit
online gemessenen Fluoreszenzspektren. Storende Faktoren, die die Auswertung
erschwerten waren die Mediumzusdtze wie Phenolrot als pH Indikator sowie
Serum [88]. Das Fluoreszenzsignal der Riboflavine iiberlappt zudem mit dem des
GFPs und macht eine direkte Verkntipfung schwierig [89].

Chemometrische Untersuchungen und Hauptkomponentenanalysen wichtiger
Parameter von Zellkulturprozessen wurden bisher noch nicht versffentlicht und

konnten moglicherweise zu einer besseren Korrelation fiihren.

3.3.2 Sauerstoffaufnahmerate (OUR) Bestimmung

3.3.2.1 Sauerstoffaufnahmerate bei Sdugetierzellen

Eine wichtige Grofse in der Bioprozesstechnik ist die Sauerstoffaufnahmerate
(Oxygen Uptake Rate, OUR) von tierischen Zellen, da sie wichtige Erkenntnisse
tiber den metabolischen Zustand der Zellen liefert. Alle Sdugetierzellkulturen sind
aerobe Prozesse bei denen sich mit den verschiedenen Zelllinien auch die
Anspriiche an die Sauerstoffkonzentration im Medium unterscheiden. Die
Auswirkung der Sauerstoffkonzentration auf tierische Zellen wurde bereits
ausgiebig untersucht [90-93]. Allerdings sind aus den Resultaten keine generellen
Trends erkennbar. Miller et al. zeigten beispielsweise einen Anstieg der Lebend-
und Gesamtzelldichte nach einer Reduzierung der Sauerstoffkonzentration auf
0,5 % Luftsdttigung wahrend einer kontinuierlichen Hybridomzellkultivierung.
Hingegen lag die optimale Sauerstoffkonzentration fiir die Antikérperproduktion
bei 50 % Luftsdttigung [90]. Allerdings zeigte Mizrahi exakt das Gegenteil fiir
humane Lymphoblasten. Die hochste Sauerstoffkonzentration verursachte hier
das hochste Zellwachstum und wahrend eine geringere Sauerstoffkonzentration
zu einem Anstieg der Antikdrperproduktion fiihrte [94, 95].

Die Kenntnis tiber die Sauerstoffaufnahmerate (OUR) von Zellen ist wichtig, um

stets eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Zellen zu gewdhrleisten und,
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mit Riicksicht auf die Scherstressempfindlichkeit der Zellen, nur soviel Sauerstoff
in den Bioreaktor einzubringen wie nétig [96]. Die Zellschddigungen verursacht
durch Spargen [97], Blasenbildung [98, 99] und Schaumbildung [100] wurden
bereits ausfiihrlich dargestellt. Dariiber hinaus ist die OUR von Zellen nicht nur
tiir den Scale-up interessant, sondern kann auch wichtige Informationen tiber die
Zellaktivitdt [101] und Physiologie sowie fiir die Anzahl der lebenden Zellen
liefern [102]. Ferner ist die Bestimmung der OUR ein wichtiger Bestandteil zur
Analyse des Metabolismus von verschiedenen Saugetierzellen [103-106].

Kyung et al. setzten OUR Messungen als metabolischen online Indikator fiir die
Physiologie von Zellen im Bioreaktor ein, um dariiber die Perfusionsrate einer
kontinuierlichen Kultivierung zu regeln [107]. Der Einfluss von unterschiedlichen
Zelldichten und Temperaturen auf die OUR von CHO-, BHK- und
Hybridomzellen wurde von Jorjani et al. untersucht. Dabei zeigten die
Hybridomzellen bei derselben Temperatur die geringste OUR und die CHO-
Zellen die hochste. Die Zellzahl zeigte keinen Effekt auf die
Sauerstoffaufnahmerate [108]. Die OUR kann aber nicht nur in Bioreaktoren
ermittelt werden. John et al. kultivierten Corynebacterium glutamicum in
Mikrotiterplatten, nutzten fiir die Sauerstoffmessung optische Sensoren und
berechneten  die = OUR  tber die Bestimmung des  kpa-Wertes
(Stofftransportkoeftfizient) [109]. Deshpande et al. nutzten die gleiche Methode fiir
die Untersuchung von CHO Zellen [110]. Tabelle 3 =zeigt eine Auswahl
spezifischer =~ OURs  fiir  unterschiedliche S&dugetierzellen mit einer

durchschnittlichen Sauerstoffaufnahmerate von 0,2 x 10-12 mol O3 cell-! h-1.
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OUR Zelllinie Referenz
[10-12 mol O cell! h-1]

0,15-0,36 KS1:4 (Hybridom) Backer (1988) [111]

0,21-0,25 NB1 (Hybridom) Boraston (1984) [112]

0,234 + 0,014 Cla (Hybridom) Dorresteijn (1996) [113]

0,05 FS-4 (humane diploide Fleischaker (1981) [102]

Zellen)

0,23-0,42 X-D (Hybridom) Hiller (1991) [114]

019-04 AB2-143.2 (Hybridom) Miller (1987) [90]

0,023 - 0,087 167.4G5.3 (Hybridom) Ozturk (1990) [92]

0,33-0,37 HB-32 (Hybridom) Ramirez (1990) [115]

0,15 Hybridom Singh (1996) [116]

0,219 - 0,406 NSO (Myelom Zellen) Yoon (1994) [117]

0,46 + 0,05 MAK (Hybridom) Zhou (1994) [118]

Tabelle 3: Liste der publizierter Sauerstoffaufnahmeraten verschiedener Zelllinien [95].

3.3.2.2

Messmethoden

Die Messung der Sauerstoffaufnahmerate von Zellen ist aus mehreren Griinden

schwierig. Die sehr geringe Oz-Verbrauchsrate der Zellen (ca. 0,2 x 1012 mol Oz
celll ht), die Sensibilitit der Zellen gegeniiber einer Anderung der
Sauerstoftkonzentration und die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff ohne sie zu

schdadigen, miissen bei der Bestimmung berticksichtigt werden.

Dynamische Methode
Eine tibliche Methode zur Bestimmung der OUR von Zellen ist die Messung des
Sauerstoffabfalls nach Einstellung der Begasung im Bioreaktor. Abbildung 3 zeigt

den Verlauf der Sauerstoffkonzentration im Bioreaktor wahrend der Bestimmung.
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Abbildung 3: Verlauf der Sauerstoffkonzentration im Bioreaktor fiir die OUR
Bestimmung nach der dynamischen Methode.

Die Berechnung erfolgt tiber die Formel der Sauerstoffbilanz:

%L =k, a(c* -c)-OUR (1)
kra Stofftransportkoeffizient

OUR Sauerstoffaufnahmerate

c* Sattigungskoeffizient des Geldstsauerstoffs

cL Gelostsauerstoftkonzentration

t Zeit

Nach Einstellung der Sauerstoffzufuhr kann kira-Wert gleich Null gesetzt
werden und der Abfall der Sauerstoffkonzentration wird mit der

Sauerstoffaufnahmerate gleichgesetzt.

dc

d_tL =-0OUR=-(0, Xk ()
qO2 spezifische OUR pro Zelle

X Lebendzelldichte
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Wenn die Sauerstoffkonzentration oberhalb des kritischen Levels (iiblicherweise
> 10 % Sattigung) bleibt, ist die Sauerstoffaufnahmerate (= Steigung dC/dt)
konstant. [95, 107, 116, 119]

Die Anwendung dieser Methode in einem Produktionsbioreaktor verursacht
allerdings unerwiinschte Storungen des Systems, welche Folgen fiir die

Produktion oder das Wachstum der Zellen haben konnten.

Gasmassenbilanz

Bei der Gasmassenbilanz kann tiber die genaue Messung der ein- und
ausstromenden Gase der Sauerstoffverbrauch der Zellen berechnet werden. Die
Analyse der Gaszusammensetzung und des Volumens erfolgt {iiber
Massenspektrometer und durch in der Zellkultur hédufig eingesetzte
Durchflussmesser. Massenspektrometer sind allerdings sehr komplex und
reagieren sensibel auf Feuchtigkeit, was fiir kontinuierliche Messungen die
Einrichtung von  Trocknungseinrichtungen erfordert. [95, 120, 121]
Perfusionssysteme verursachen zusitzliche Schwierigkeiten durch zu- und

abflieffendes Medium, in das auch Sauerstoff gelost ist.

Offline Proben Analyse

Eine Probe aus dem Bioreaktor wird in ein externes Gefdfs gegeben, welches
tiber eine Steuer- und Kontrolleinheit verfiigt, um den Sauerstoffabfall zu
tiberwachen. Zudem muss das Gefaf3 tiber eine Temperatur- und Riihrersteuerung
verfuigen. [122, 123] Diese Methode ist arbeits- und zeitintensiv und konnte falsche
Resultate liefern, falls die Bedingungen im Bioreaktor und im externen Gefafs nicht
vollig tibereinstimmen. Das YSI 5300 A (YSI Incorporated) ist ein Beispiel fiir ein

kommerziell erhdltliches System zur offline Messung der Sauerstoffaufnahmerate.
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Bestimmung iiber Bypass

Eine zusatzliche Sauerstoffelektrode ist im Bypass zum Bioreaktor installiert. Die
Sauerstoffaufnahme wird aus der Aufenthaltszeit der Zellen im Bypass, bevor sie
die zweite Sauerstoffelektrode erreichen, und dem pO Unterschied zwischen

Bioreaktor und Bypasselektrode berechnet. [117]

Insitu OUR Sensor

Der von Dr. Klaus Joeris (Bayer HealthCare) in Zusammenarbeit mit dem
Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitat Hannover entwickelte neue
insitu OUR Sensor bestimmt die Sauerstoffaufnahmerate der Zellen mittels der
dynamischen Methode. Allerdings wird die Messung nicht mit der gesamten
Zellsuspension durchgefiihrt, sondern der Sensor separiert ein Volumenelement
in dem der Sauerstoffabfall mit einem optischen Sauerstoffsensor vermessen wird.
Eine genauere Beschreibung des Sensors ist im experimentellen Teil zu finden.

Dieser Sensor hat verschiedene Vorteile gegeniiber den tiblichen Messmethoden.
Er kann mit geoffneter Kammer als normale Sauerstoffelektrode eingesetzt
werden und in Intervallen die OUR der Zellen vermessen, ohne die Kultur zu
beeinflussen und ohne dass eine Probenahme notwendig ware. Dies ist besonders
interessant bei Langzeitprozessen (z.B. Perfusionsprozessen), welche meist mit
doppeltem Sensorensatz betrieben werden und fiir welche nur eingeschrankt Platz
vorhanden ist. Zudem kann das System auch simultan mit einem optischen pH
Sensor ausgestattet oder nur mit einem konventionellen polarographischen

Sauerstoffsensor bestiickt werden.
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4 Experimenteller Teil und Ergebnisse

4.1 Optimierung von Zelllinien

Die Erhohung der Produktivitdt von Zelllinien ist eine wichtige Voraussetzung
bei der Optimierung von Produktionsprozessen in pharmazeutischen Betrieben.
Sie verringert den Zeitaufwand und vor allem die Kosten der Herstellung von
therapeutisch wirksamen Proteinen, da geringere Volumina und weniger bzw.
zeitlich kiirzere Kultivierungen notwendig sind. Ein Themengebiet dieser Arbeit
ist die Steigerung der Produktivitit tiber Zellsortierung mit Hilfe von
Durchflusszytometern bzw. FACS.

Zunichst wurde eine in der Literatur [65] beschriebene
Affinitdtsmatrixfairbemethode mit Hilfe der Hybridomzelllinie IV F 19.23 [6] auf
ihre Funktionalitdt zur Selektion hoch-produzierender Zellen untersucht. Die
Farbemethode wird anschliefend modifiziert, um sie durch die Nutzung von
Protein A anstelle eines Antikorpers einer breiteren Anwendbarkeit zugénglich zu
machen. Zur Analyse dieser neu entwickelten Methode wird die Industriezelllinie

HKB-11 der Firma Bayer HealthCare eingesetzt [124, 125].

4.1.1 Firbung und Sortierung der Hybridomzellen

Die Untersuchung der Affinitdtsmatrixmethode [65] auf ihre Anwendbarkeit zur
Selektion hoher-produzierender Zellen erforderte zundchst eine genaue Kenntnis
des momentanen Proliferations- und vor allem des Produktionsverhaltens der
Hybridomzelllinie. Ferner war eine sorgfdltige Analyse der Methode auf ihre
Funktionalitdt mit Protein-Microarrays und an der Oberflidche von Sdugetierzellen
notwendig. Nach Abschluss der Voruntersuchungen werden mehrere
Sortierungen einer Hybridomzellpopulation mittels FACS zur Steigerung ihrer

Produktivitdt durchgefiihrt.
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4.1.1.1 Proliferationsverhalten der Hybridomzelllinie IV F 19.23

Zur Charakterisierung der Produktbildung und der Proliferation der Zellen
wurden drei 250 ml Spinnerflaschen mit je 0,15 x 10¢ Zellen/ml inokuliert und 2x
pro Tag eine 0,5 ml Probe fiir die Ermittlung der Zellzahl und Vitalitdt sowie der
Glukose-, Laktat-, Glutamin- und Produktkonzentration entnommen. Abbildung 4
zeigt den typischen Verlauf einer solchen Batch-Kultivierung in einer
Spinnerflasche.

Wiéhrend des tiber ca. 80 Stunden verlaufenden Wachstums der Zellen ist eine
maximale Zelldichte von 2,210¢ Zellen/ml erreicht worden. Zudem konnte eine
kontinuierlich hohe Vitalitdt von mehr als 95 % bis zum Eintritt in die stationdre
Phase, nach etwa 90 Stunden, beobachtet werden. Eine rascher Ubergang der
Zellen in die Absterbephase, verursachte eine Abnahme der Lebendzellzahl
innerhalb von 30 Stunden von 2,2 10¢ auf 0 Zellen/ ml. Dieses schnelle Absterben

der Zellen kénnte mit einer Glutaminlimitierung zusammenhédngen.
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Abbildung 4: Proliferationsverhalten, Substratverbrauch und Metabolitproduktion
wihrend einer Beispielkultivierung der Hybridomzelllinie IV F 19.23 unter serumfreie
Bedingungen.

Der Metabolismus von kontinuierlich wachsenden Saugerzelllinien, wie der
Hybridomzelllinie IV F 19.23, weist gegeniiber dem Stoffwechsel primérer Zellen
einige Unterschiede auf. Diese Zelllinien haben einen erhohten Bedarf an
Substraten, vor allem an Glutamin, da sie nicht in der Lage sind, die ihnen zur

Verftigung gestellten Energiequellen effektiv zu nutzen. Sie scheiden dadurch



Experimenteller Teil und Ergebnisse 27

vermehrt Laktat und Ammonium in den Kulturtiberstand aus. Durch die
Akkumulation dieser beiden Substanzen im Kulturmedium kann das Wachstum
der Zellen inhibiert, die Zellvitalitdt verringert und zudem die Produktqualitét
vermindert werden [126, 127].

Glucose ist eine Hauptenergiequelle fiir tierische Zellen. Sie wird in der
Glycolyse zu Pyruvat umgesetzt [128]. Bei primédren Zellen wird das Pyruvat zu
Oxalazetat umgewandelt und im Citratzyklus mit Hilfe der Atmungskette zu COz
und H>O oxidiert [129]. Kontinuierliche Sdugerzelllinien hingegen setzen 80 bis
99,8 % der Glukose zu Laktat und Alanin um [130-134]. Abbildung 5 stellt die
Stoffwechselwege von Glukose und Glutamin fiir kontinuierlich wachsende
Zelllinien graphisch dar [135].

Neermann (1996) konnte anhand von Experimenten mit BHK-21 Zellen zeigen,
dass der Flux von Glukose in den Citratzyklus weniger als 0,64 % des gesamten
glycolytischen Fluxes betrdgt. Die nahezu vollstindige Umsetzung von Glukose
zu Laktat haben kontinuierlich wachsende Sdugerzelllinien mit vielen
Tumorzellen gemeinsam [136-138]. Eine eindeutige Erkldarung fur dieses
Phinomen ist bis heute nicht gefunden worden. Anhand von Untersuchungen des
Metabolismus von Sadugerzelllinien konnte keine Aktivitdt derjenigen Enzyme
festgestellt werden, die die Glycolyse mit dem Citratzyklus verbinden [130, 133,
134, 139]. Lanks (1986) erkldart das Phanomen mit einem hohen Quotienten von
NADH im Cytoplasma, welcher die Laktat-Dehydrogenase-Reaktion in Richtung
Laktatproduktion lenkt, da bei dieser Enzymreaktion NADH zu NAD* oxidiert
wird und auf diese Weise eine Regeneration des in der Glycolyse verbrauchten
NAD* stattfindet. Die Ursache fiir die hohen Konzentrationen von NADH im
Cytosol sehen Boxer und Devlin (1961) sowie Perez-Rodriguez et al. (1987) in
einem Defekt des Malat-Aspartat-Shuttle-Transporters. Das Malat-Aspartat-
Shuttle dient dem Transport von [H] auf der Stufe des NADH vom Cytosol in die
Mitochondrien [136, 140].

Glutamin stellt die Hauptenergiequelle im Metabolismus von Saugetierzelllinien
dar [128, 137]. Durch den Abbau des Glutamins decken Zelllinien in der
Anwesenheit von Glukose 30 % bis 65 % ihres Energiebedarfs [134, 141, 142].
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Abbildung 5: Stoffwechselwege von Glukose und Glutamin bei kontinuierlichen

Saugetierzelllinien. Die unterbrochenen Linien stellen unterbundene Enzymaktivitdten
dar [135].

Es wurde zudem festgestellt, dass die Verstoffwechselung des Glutamins umso
mehr Energie fiir Sdugerzelllinien liefert, je geringer die Glukosekonzentration im
Kulturmedium ist [143]. Glutamin wird tiber verschiedene Stoffwechselwege
katabolisiert. Ein Teil des Glutamins wird zu Aspartat, Alanin oder Laktat
oxidiert. Dabei werden Alanin und Laktat in das Kulturmedium sekretiert und
Aspartat kann tiber Oxalacetat in den Citratzyklus eingeschleust werden [134].
Der grofste Teil des Glutamins wird allerdings zu a-Ketoglutarat deaminiert.

Dieses wird anschlieffend im Citratzyklus und der Atmungskette vollstindig zu
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COz, HO und Ammonium oxidiert [143]. Zusitzlich wird Ammonium auch

durch den thermischen Zerfall von Glutamin im Kulturmedium freigesetzt [144].

41.1.2 Produktionsverhalten der Hybridomzelllinie IV F 19.23

Die Konzentration des Immunglobulins G wurde ebenfalls bei jeder
Probenahme mittels ELISA bestimmt und ist in Abbildung 6 beispielhaft fiir eine
Spinnerkultivierung in dargestellt. Der IgG-Gehalt in der Zellsuspension steigt
erst nach ca. 50 Stunden bis zum Ende der Kultivierung deutlich an. Die
Endkonzentrationen an Antikorpern fiir die drei durchgefiihrten Kultivierungen
ergaben 6,1 bis 9,1 mg/1l. Mehr als 60 % der gesamten IgG-Menge wurde ab
Stunde 40 bis zum Ende der stationdren Phase (bei ca. 95 h) produziert. In der
Absterbephase werden Antikorper nicht nur von den noch lebenden Zellen
produziert, sondern auch durch Zelllyse aus dem Zellinneren in das Medium
freigesetzt. Da die Produktivitdt in dieser Phase zudem fiir diese Arbeit wenig

relevant ist, wird sie nicht mit in die Berechnung mit einbezogen.
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Abbildung 6: Antikdrperkonzentration wéahrend einer Beispielkultivierung der
Hybridomzellinie IV F 19.23 unter serumfreien Bedingungen.

Die Produktivitdt der Hybridomzelllinie wird mit Hilfe der Zelldichte, der
Antikorperkonzentration und der Zeit berechnet. Sie wird als spezifische
Produktionsgeschwindigkeit qP angegeben und erlaubt den Vergleich zwischen

unterschiedlichen Kultivierungen. Zur Bestimmung von qP wurde die von Ozturk



30 Experimenteller Teild Ergebnisse

et al. beschriebene differenziale Methode verwendet (eine detailliertere
Beschreibung ist im Anhang zu finden) [145]. Die Methode involviert eine
Regression der IgG-Konzentration iiber die Zeit mit einem Polynom 3ten oder
4ten Grades. Die Ableitung dieser Funktion wurde zu einigen Zeitpunkten
(zwischen den Probenahmen) wihrend der Kultivierung ermittelt und durch die

gemessene Zellzahl lebender Zellen zu diesem Zeitpunkt dividiert [42]:

— Plt
9k = * ©)
qP = spezifische IgG-Produktionsgeschwindigkeit zur Zeit t [mg IgG/h - Zelle]
P(t) = Regressionsfunktion der IgG-Konzentration iiber die Zeit
P’t = Ableitung von P(t) gegen die Zeit t [mg IgG ml/h]

xt = Zellzahl lebender Zellen zur Zeit t [Zellen/ml]

Die Produktivitdt der Hybridomzellpopulation wurde als Mittelwert aus allen
drei Kultivierungen berechnet und ist in Abbildung 7 graphisch dargestellt. Die
Produktivitdt steigt bis zu durchschnittlichen Maximalwerten von 0,05 mg/h/10°
Zellen zwischen 60 und 90 Stunden an. Somit liegt der Hauptproduktionszeitraum
gegen Ende der exponentiellen Phase und im Bereich der stationdren Phase. Die
Vitalitat liegt tiber den gesamten Kultivierungszeitraum {iber 95 %. Somit kann die
Anderung der IgG Konzentration als Funktion der Zeit auf lebende Zellen

zuriickgefiihrt werden [42].
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Abbildung 7: Mit der Differenzialmethode berechnete Produktivitidt der unsortierten
Hybridomzelllinie IV F 19.23.
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Eine Erkldrung fiir eine derartige Produktionskinetik konnte sein, dass die
Zellen bei langsamerem Wachstum {iiber mehr Energie zur Produktion von
Antikorper  verftigen. Bereits mehrere  Autoren  beschrieben  dieses
Produktionsverhalten fiir unterschiedliche Hybridomzelllinien sowohl fiir Batch-
als auch fiir kontinuierliche Kultivierungen [146-150].

Im Rahmen der Mitbetreuung einer Masterarbeit von Pierre Moretti kann durch
Zellzyklusmessungen die Annahme gefestigt werden, dass die IV F 19.23 Zellen
hauptsadchlich in der G1-Phase Antikorper produzieren. Der Anteil der Zellen, die
sich in der G1-Phase des Zyklus befinden, stieg wahrend der Spinnerkultivierung
kontinuierlich an. Ein Grund konnten die immer ungiinstigeren Bedingungen in
der Zellsuspension sein (u.a. durch Akkumulation von Stoffwechselprodukten
oder Verdnderung des pH-Wertes). Zellen verzogern bei ungiinstigen
Wachstumsbedingungen das Durchlaufen der G1-Phase und verhindern somit das
Eintreten in die S-Phase und der Mitose [151]. Mehrere Autoren beschrieben
bereits eine erhohte Produktivitdt von Hybridomzellen in der G1- Phase [147, 152-
156]. Zudem konnte Kromenaker et al. zeigen, dass Hybridomzellen in der G1-
Phase, die mit hohen spezifischen Wachstumsgeschwindigkeiten [u] wachsen,
eine niedrigere Produktivitit aufweisen als Gl-Zellen, die mit niedrigem p
wachsen. Eine mogliche Erkldrung fiir dieses Phdanomen wére die Ineffizienz des
Sekretionsweges von schnell wachsenden Zellen [157].

Eine Optimierung eines Kultivierungsprozesses der Zelllinie IV F 19.23 konnte
an diesem Punkt ansetzen. Vorstellbar ware beispielsweise ein Prozess mit
entkoppelter Wachstums- und Produktionsphase. Nach Erreichen einer hohen
Zelldichte wird eine niedrige spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der
Hybridomzellen aufrechterhalten, um eine hohe Produktivitidt der Zellpopulation

zu ermoglichen.

4.1.1.3 Durchflusszytometrische Einzelzellanalysen

Die bisherigen Untersuchungen der Hybridomzelllinie IV F 19.23 richteten ihren

Fokus auf die Gesamtproduktivitdt der Zellpopulation. Die Durchflusszytometrie
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bietet die Moglichkeit einer Einzelzellanalyse. Insbesondere der Aspekt, ob alle
Zellen der Hybridomzellpopulation Antikérper produzieren und wie grofs die
Unterschiede ihrer Produktivitdt sind, war fiir diese Analyse von Bedeutung. Von
mehreren Autoren wurde bereits eine Instabilitit von Hybridomzelllinien
beschrieben [6, 8, 9, 158]. Oft werden die Kulturen als eine Mischung aus
produzierenden und nicht produzierenden Zellen beschrieben. Als Ursache
werden Chromosomenverluste oder seltene Mutationen der fiir schwere und
leichte Ketten kodierenden Gene angenommen. Die Hybridomzelllinie IV F 19.23
wurde bereits von Schmieding als instabil beschrieben. Er beobachtete die
Chromosomenzahl der Zelllinie tiber eine Langzeitkultivierung und stellte eine
deutliche Abnahme fest [6].

Die Untersuchung der IV F 19.23 Zelllinie mittels Durchflusszytometrie erfolgte
mit Hilfe eines Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) konjugierten polyklonalen
Antikorper, der das gesamte Maus-IgG-Molekiil als Immunogen spezifisch
erkennt. Dieser Antikorper wurde zu intrazelluldren Farbung des in den Zellen
enthaltenen murinen-IgGs eingesetzt. Die fuir die Farbung verwendeten Zellen
befanden sich am Ende der exponentiellen Phase, welche mit einer hohen
Produktivitdt einhergeht. Die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde
mit kaltem Methanol erreicht. Anschliefsend erfolgte die Immunfarbung mit dem
FITC gelabelten Antikorper fiir 1 Stunde bei 37°C (ein detailliertes Farbeprotokoll
ist im Anhang in Kapitel 6.1.5.1 zu finden). Ublicherweise finden nicht
produzierende IV F 19.23 Zellen als Negativkontrolle Anwendung. Diese standen
tiir diese Messungen allerdings nicht zur Verfiigung und stattdessen fanden HKB-
11 Zellen fiir die Untersuchung Verwendung. Diese Hybrid-Zelllinie aus Nieren-
und B-Zellen produziert Fc- Fragmente von humanem IgG [159] und sollte aus
diesem Grund kein positives Ergebnis bei der Immunfarbung ergeben. Neben der
Immunfarbung des intrazelluldren IgGs wurde zusétzlich die DNA der Zellen mit
dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidium Iodid (PI, rot) gefarbt [42].

Abbildung 8 stellt die durchflusszytometrischen Analysen der intrazelluldr
gefdarbten IV F 19.23 und HKB-11 Zelllinie dar. Die griine FITC Fluoreszenz ist
gegen die rote PI Fluoreszenz zweidimensional aufgetragen und jeder Punkt

entspricht einer Einzelzelle. Graphik A stellt die Fluoreszenzintensitdten der IV F
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19.23 Zellen und Graphik B die HKB-11 Zellen dar. Im Vergleich ist erkennbar,
dass die griinen relativen Fluoreszenzeinheiten der IV F 19.23 Zellen stark variiert
und von 0 bis 800 RFI reicht. Allerdings ist der grofite Anteil an Zellen auf den
Bereich von 0 bis 300 RFI beschrinkt, was dem Intensitidtsbereich der
Negativkontrolle  entspricht.  Folglich besteht der Hauptanteil der

Gesamtpopulation aus nichtproduzierenden Hybridomzellen.
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse des intrazelluldren Antikorpergehalts von
Hybridom - (A) und HKB-11- (B) Zellen. Nur die Hybridomzellen mit einer grofleren
FITC Fluoreszenzintensitat als die der HKB-11 Zellen produzieren wahrscheinlich IgG.

Der angezeigte Bereich stellt ca. 10 % der Population dar. Allerdings ist eine
quantitative Aussage beziiglich der Heterogenitdt der Population mit Vorsicht zu
betrachten, da die Unterscheidung zwischen Produzenten und Nichtproduzenten
ausschliefSlich auf dem Vergleich mit der negativen Kontrolle beruht. Die HKB 11
Zelllinie ist zwar kein muriner-IgG Produzent, stellt aber trotzdem lediglich einen
Ersatz fur eine nicht produzierende IV F 19.23 Zellpopulation dar. Die

prozentualen Angaben geben infolgedessen nur eine grobe Einschidtzung wieder.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen eine sehr heterogene Population in
Bezug auf ihren intrazelluldren IgG-Gehalt mit einem nur geringen Anteil an
produzierenden Zellen. Da die Proteinsynthese viel Energie und Néhrstoffe
verbraucht, verfiigen Produzenten auch iiber weniger Energie fiir das Wachstum.
Dies fiihrt zu einer ungtinstigen Verschiebung innerhalb einer Zellpopulation
indem der Anteil an Nichtproduzenten sich immer weiter vergrofiert [9, 45].

Zur Erhohung der Produktivitdt der Hybridomzellpopulation sollte somit

zunédchst eine Selektion der produzierenden Zellen vorgenommen werden.

4.1.1.4 Fazit

Die Untersuchung des Proliferations- und Produktionsverhaltens der
Hybridomzelllinie IV F 19.23 ergab einen typischen Wachstumsverlauf einer
kontinuierlichen  Zelllinie mit lag-, exponentieller-, stationdrer- und
Absterbephase. Die Zellen zeigten ein relativ schnelles Absterbeverhalten, welches
auf eine Glutaminlimitierung zurtickgeftihrt wird.

Das Produktionsverhalten der Zelllinie entspricht dem in der Literatur
beschriebenen mit einer verstarkten Antikorperproduktion zu Beginn der
stationdren Phase bzw. in der G1-Phase des Zellzyklus. Fiir die Sortierung sollten
daher Zellen am Ende der exponentiellen bzw. zu Begin der stationdren Phase
eingesetzt werden, da hier ihre Produktivitit am hochsten ist und die
Unterscheidung eindeutiger sein sollte. Die Produktivitit der Zellpopulation
konnte auf ca. 0,05 mg IgG/(h10° Zellen) bestimmt werden, was allgemein eine
relativ geringe Produktivitédt darstellt. Zum Vergleich liefern industrielle Zelllinien
tiber 40 pg IgG/ (Tag Zelle) bzw. 1670 mg IgG/ (h 10° Zellen) [160].

Die geringe Produktivitdt konnte auf den wahrscheinlich hohen Anteil an nicht
produzierenden Zellen zurtickzufiihren sein, welches durch die Einzelzellanalyse
mittels Durchflusszytometrie aufgezeigt wurde. Somit wird sich die Optimierung
der IV F 19.23 zundchst auf eine Selektion der produzierenden Zellen

konzentrieren miissen.
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4.1.2 Anwendung einer Affinititsmatrixfirbemethode

Die Selektion der produzierenden bzw. hoher-produzierenden IV F 19.23 Zellen
soll mittels einer Affinitdtsmatrixfarbung und anschliefSender Sortierung durch ein
FACS erfolgen. Die Farbemethode wurde bereits in Kapitel 3.4.1.2 kurz
beschrieben und als die viel versprechenste der verschiedenen Farbemethoden
angesehen, da sie die Moglichkeit bietet, die Zellen prédzise nach ihrer
Antikorpersektretionsgeschwindigkeit zu unterscheiden.

Die Affinitditsmatrixfirbemethode ist erstmals 1995 von Manz et al. beschrieben
worden [64]. Sie beruht auf der Herstellung einer Matrix an der Zelloberfldche, die
die stabile Bindung von Biotin zu Avidin nutzt. Die spezifische Bindung des von
den Zellen produzierten Immunglobulins Anti Penicillin G Amidase erfolgt durch
die anschliefende Bindung eines biotinylierten Anti-Maus IgGs an das Avidin.
Dieser besitzt eine Affinitdt gegen die Fc-Region des von der Zelle produzierten
IgGs. In der nun folgenden Sekretionsphase soll die die Verwendung von
viskosem Medium (durch die Zugabe von Gelatine) das Abfangen der Antikorper
an der Peripherie der produzierenden Zelle begiinstigen und das sog.
,Crossfeeding”, eine Diffusion der Antikorper iiber das Medium zu anderen
Zellen, verhindern. Als letzter Schritt erfolgt die Farbung der gebundenen
Antikorper mittels eines FITC gekoppelten Anti-Maus Antikorpers gegen die Fab-
Region des Antikorpers. Abbildung 9 stellt die Farbemethode an einer
Zelloberfldche graphisch dar.

Die in dieser Arbeit verwendete optimierte Methode von Borth et al. wurde auf
verschiedene Weise auf ihre Funktionalitidt hin untersucht [65]. Zuné&chst sollte die
grundsatzliche Wirksamkeit der einzelnen Bindungen und der Einfluss von
unspezifischen Bindungen auf das Analysenergebnis mittels Protein-Microarray-
Ebene untersucht und im Anschluss die Bindung der Matrix an lebende IV F 19.23
Zellen tiberpriift werden. Die Ergebnisse der Funktionalitidtsuntersuchung sind

nachfolgend dargestellt.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Funktionsweise der Affinitdtsmatrixmethode.
A: Biotin-Avidin-biotinylierter Antikorper; B: Sekretionsphase, Bindung des produzierten
Antikorpers; C: Fairbung mittels eines FITC gekoppelten Antikorpers.
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4.1.2.1 Funktionalitdtsuntersuchung mittels Protein-Microarrays

Der Einsatz von Protein-Microarrays zur Uberpriifung der Affinitdtsmatrix hat
gegeniiber der direkten Verwendung von Zellen verschiedene Vorteile. Die
Methode ist sehr schnell, es existiert eine etablierte Hybridisierungsmethode, nur
geringe Mengen der eingesetzten Proteine und Marker werden bendttigt und die
Kosten werden zusdtzlich durch eine Vermeidung von aufwendigen
Zellkultivierungen gering gehalten. Diese Experimente sollen einerseits die
einzelnen Bestandteile der Matrix tiberpriifen, andererseits aber auch das Ausmaf3
und den FEinfluss von eventuell stattfindenden unspezifischen Bindungen
feststellen.

Ein Microarray besteht aus einem festen Trédger (zumeist modifizierte
Glasoberfldchen) auf dem im Falle von Protein-Microarrays hédufig eine Membran
aufgebracht wurde. Fiir diese Versuche sind Protein-Microarray-Prototypen der
Firma Sartorius Stedim Biotec AG, die mit einer 10 pm dicken, weifsen
Nitrocellulosemembran beschichtet (direkt gezogen) sind, eingesetzt worden. Auf
diese Membran konnen verschiedenste Proteine mittels Kontakt- oder Nicht-
Kontakt-Druckern aufgebracht werden. Fiir diese Analyse ist der Kontaktdrucker
Affymetrix 417™ Array zur Anwendung gekommen. Unter Nutzung der
Hybridisierungstechnik ~ kénnen auf dem  Microarray  Protein-Protein-
Interaktionsanalysen durchgefiihrt werden. Als Nachweis dient zum Abschluss
meist ein fluoreszenzmarkiertes Protein. Mit einem speziellen Laserscanner
werden die Microarrays in den entsprechenden Farbkanilen eingelesen. Aus der
gemessenen Intensitit und Position der Spots lassen sich Riickschliisse auf
spezifische und unspezifische Bindungen ziehen.

Fiir diese Analyse wurden vier verschiedene Ansatze durchgefiihrt, wobei 2 x
die vollstindige Matrix aufgetragen wurde. Alle vier Microarrays sind zunédchst
mit Avidin (in 10 Replikaten) bedruckt worden. Tabelle 4 zeigt die vier
Funktionalitdtsexperimente in ihrem Aufbau. Microarrays A und C weisen die
vollstindige Matrix auf. Microarray B dient der Analyse der unspezifischen
Bindung zwischen Avidin und dem FITC gelabelten Antikérper und Microarray D
der Analyse der unspezifischen Bindung zwischen dem biotinylierten Antikorper

und dem FITC gelabeltem Antikorper. Microarray D ist hierbei ein wichtiger
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Versuch, da eine starke unspezifische Bindung dieser beiden Antikdrper eine

Anwendung der Affinitdtsmatrix zur Selektion produzierender Zellen unmoglich

macht. Erst wenn ein von der Zelle produzierter Antikérper (im Microarray-

Experiment ein IgG-Standard) gebunden wird, sollte eine Bindung des FITC

gelabelten Antikoper entstehen und als Steigerung der Fluoreszenzintensitédt zu

sehen sein. Die detaillierte Beschreibung der Hybridisierungstechnik findet sich

im Anhang.

Matrixaufbau Matrixbeschreibung

Grund der Untersuchung

A Avidin
, Biotinylierter Antikorper

H IgG-Standard

* FITC gekoppelte Antikorper

B x* Avidin

FITC gekoppelte Antikorper
C Avidin

IgG-Standard

, Biotinylierter Antikdrper
* FITC gekoppelte Antikorper

D Avidin
Y Biotinylierter Antikorper

H’ FITC gekoppelte Antikorper

vollstandige Matrix

Unspezifische Bindungen

vollstandige Matrix

Unspezifische Bindungen

Tabelle 4: Beschreibung des Aufbaus der vier Protein-Microarry-Experimente A bis D.

Bei der Versuchsdurchfithrung wurden die Microarrays A und B mit der 10

fachen Menge an FITC gekoppeltem Antikorper versetzt und zeigen daher bei der

Auswertung der Ergebnisse erhohte Fluoreszenzintensitdt. Ein qualitativer
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Vergleich der Experimente ist dennoch durch die doppelte Auftragung der
vollstandigen Matrix (Microarrays A und C) moglich.

Nach der Hybridisierung der Protein-Microarrays wurden sie mit einem
Laserscanner GenePix® 4000B aufgenommen und mittels der Software ImaGene™
5.5.3 ausgewertet. Abbildung 10 zeigt beispielhaft das eingescannte Bild des
Microarrays C. Da das Bedrucken der Microarrays mit dem Kontaktdrucker
Affymetrix 417™ Array vorgenommen wurde, weisen die Spots aufgrund einer

Beschddigung der Membran Donut-Strukturen auf.

Abbildung 10: Beispielaufnahme des eingescannten Microarrays C.

Die Auswertung der Protein-Microarrays erfolgt durch die Ermittlung des signal
to noise ratio (SNR). Hierbei wird zundchst die gemittelte Hintergrund-
Fluoreszenzintensitdt von der gemittelten Signal-Fluoreszenzintensitdt der
abgezogen und anschlieffend zusédtzlich durch die Standardabweichung der

Hintergrund-Fluoreszenzintensitit dividiert.

sNR= M -SM )
StdevBM
SNR = Signal to noise ratio
BM = Backround mean (gemittelte Hintergrund-Fluoreszenzintensitt)
SM = Signal mean (gemittelte Signal-Fluoreszenzintensitt)

Stdev BM = Standardabweichung der Hintergrund-Fluoreszenzintensitét

Die Auswertung der vier Microarrays ist als Sdulendiagramm in Abbildung 11
dargestellt. Microarrays A und B zeigen wie erwartet ein hoheres Signal durch die
10 fache Auftragung des FITC gelabelten Antikorpers. Eindeutig kann aber die

Funktionalitdt der gesamten Matrix durch die Microarrays A und C nachgewiesen
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werden. Fiir Microarrays D berechnete sich eine negative SNR was deutlich darauf
hinweist, dass keine unspezifischen Bindungen zwischen dem biotinylierten und
dem FITC gelabelten Antikorper stattfindet. Folglich muss der IgG-Standard bzw.
ein von der Zelle produzierter Antikorper am biotinylierten Antikdrper gebunden

sein, um ein Fluoreszenzsignal zu messen.

507 BN SNR

Signal to noise ratio

A B C D

Abbildung 11: "Signal to Noise Ratio" Ergebnisse unter Angabe der Standardabweichung
ftir die Microarrays A bis D.

Die starke unspezifische Bindung zwischen Avidin und dem FITC gelabelten
Antikorper (Microarrays B) konnte sich fiir den Fall von nicht mit dem
biotinylierten Antikdrper besetzten Bindungsstellen am Avidin als Problem
erweisen. Somit muss bei der Farbung an der Zelloberfliche darauf geachtet
werden, dass der biotinylierte Antikérper im Uberschuss zugegeben wird. Die
weiteren Auswertungsergebnisse der vier Microarrays fiir die durchschnittlichen
Signalintensititen (,Signal Mean”) und mittleren Hintergrundintensitédten
abgezogen von den mittleren Signalwerte sind im Anhang dargestellt und weisen

die gleiche Tendenz auf wie die SNR Ergebnisse.

4.1.2.2 Funktionalititsuntersuchung mittels der Durchflusszytometrie

Der letzte Schritt der Funktionalitdtsanalyse der Affinitdtsmatrix ist die Bindung

der Matrix an lebenden IV F 19.23 Zellen. Nach der vollstindigen Matrixfarbung
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(detaillierte Beschreibung siehe Anhang Kapitel 6.1.5.1) werden die Zellen mit
Hilfe eines Durchflusszytometers untersucht, da hiermit auch die spitere
Sortierung erfolgen soll. Abbildung 12 stellt diese durchflusszytometrische
Untersuchung der IV F 1923 Zellpopulation einmal als eine reine
Oberfachenfarbung nur mit dem FITC gelabelten Antikorper als Negativkontrolle
(A) und einmal mit der vollstandigen Affinitdtsmatrixfarbung (B) dar. Gezeigt ist
die zweidimensionale Auftragung der Zellzahl gegen die griine Fluoreszenz

(FITC) lebender Zellen.
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse der IV F 19.23 Zellpopulation. A:
Oberflachenfarbung mit dem FITC gelabelten Antikorper; B: Vollstindige

Affinitdtsmatrixfarbung.

Deutlich ist ein Anstieg der Fluoreszenzintensitdt der Affinitdtsmatrixfarbung
(B) (100 bis 1000 RFI) gegentiber der einfachen Oberfléchenfarbung (A) (0 bis 300
RFI) zu erkennen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die unspezifische Bindung des FITC
gelabelten Antikorpers an die Zelloberfliche der Hybridomzellen vernachldssigt
werden kann. Zudem ist dieser eindeutige Anstieg der Fluoreszenzintensitat ein
sicheres Zeichen fiir die Funktionalitit der Affinitatsmatrixfirbung auch an
Zelloberflachen.

Pierre Moretti konnte in seiner Masterarbeit zeigen, dass auch der Einsatz einer
vierfachen Menge an Biotin keinen Einfluss auf das Zellwachstum oder die

Vitalitdt der Zellen hat [42]. Angesicht der Tatsache, dass die Biotinylierung als



42 Experimenteller Teild Ergebnisse

erster Schritt der Methode die Kapazitidt der gesamten Affinitdtsmatrix bestimmt,
sollte die Menge an Biotin an der Zellmembran durch die Erhohung der
Biotinreagenzkonzentration maximiert werden. Avidinkonzentrationen wurden

dem entsprechend angepasst.

4.1.3 Sortierung der Hybridomzelllinie IV F 19.23

Nach der Analyse der Zelllinie auf Produktivitit und die Untersuchung der
Affinitdtsmatrix auf Funktionalitit zundchst auf Protein-Microarrays und
anschlieflender Zelloberflachenfarbung kann die Sortierung der Zellen mit einem
FACS erfolgen.

Die Affintdtsmatrixfairbung der IV F 19.23 Zellen erfolgt nach dem im Anhang
angegebenen Protokoll (Anhang Kapitel 6.1.5.1). Erste Analysen der gefdrbten
Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop zeigen unterschiedlich starke Farbungen

der Zellen (dargestellt in Abbildung 13).

Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Affinitdtsmatrix gefarbten IV F
19.23 Zellen [42].

Eine vollstandige und starke Farbung der Zellen kennzeichnet den Anteil toter

Zellen, da der FITC gelabelte Antikorper durch die defekte Zellmembran in das
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Zellinnere eindringen konnte. Eine schwéchere Farbung nur der Zellmembran
kennzeichnet die lebenden mit der Affintdtsmatrix gefdarbten Zellen. Die Zellen
mit der stiarksten Fluoreszenzintensitdt sollten dabei auch die produktivsten
darstellen. Die toten Zellen wiirden auf Grund ihrer hoheren Fluoreszenzsignale
bei der Analyse als hoch-produzierende Zellen eingeschitzt werden und miissen
daher gekennzeichnet und aus der Analyse ausgeschlossen werden.

Fiir die Sortierung der mit der Affinitdtsmatrix gefarbten IV F 19.23 Zellen wird
ein FACS Vantage SE von BD eingesetzt. Grundsitzlich besteht mit einem FACS
die Moglichkeit, die selektierten Zellen in einem Auffanggefdfs zu sammeln oder
einzelne Zellen beispielsweise in 96er-Mikrotiterplatten zu sortieren. Die
Einzelzellsortierung ist sehr effizient, da aus jedem Klon eine Population mit
homogenen Charakteristika gewonnen werden kann. So kann aus einem hoch-
produzierenden Klon eine ganze hoch-produzierende Population erhalten
werden. Allerdings muss zunédchst von jedem sortieren Klon die Produktivitét
bestimmt werden. Bei einer Sortierung von nur 96 Zellen in eine Mikrotiterplatte
bedeutet das 96 Batch-Kultivierungen und deren Produktbestimmungen mittels
beispielsweise ELISA. Dies ist ein sehr grofier Kosten- und Zeitaufwand. Die
Alternative ist die sogenannte , Bulk”- Sortierung, in der alle selektierten Zellen in
einem GefdfS gesammelt werden. Innerhalb der sortierten Zellpopulation konnen
die Zellen so allerdings relativ heterogene Charakteristika aufweisen. In der Regel
werden daher mehrere aufeinander folgende Sortierungen durchgefiihrt, um eine
bessere Selektion der gewtinschten Zellen zu erreichen.

Wie oben erwidhnt ist es fiir die Sortierung wichtig, dass die toten Zellen nicht
mit in das Selektionsprofil einbezogen werden. Lebende und tote Zellen kénnen
mittels zwei verschiedener Methoden von einander unterschieden werden.
Unterschiedliche Streulichteigenschaften zu sehen in der zweidimensionalen
FSC/SSC (Forward scatter/Sideward scatter) Auftragung der Zellen, also nach ihrer
Grofse und Granularitdt, konnen fiir eine Selektion herangezogen werden. Aber
auch die Farbung der toten Zellen mit Propidium lodid. Da intakte Zellen den
roten Fluoreszenzfarbstoff nicht durch ihre Zellmembran dringen lassen, wird nur

die DNA der toten Zellen angefarbt. Mit der Software fur das
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Durchflusszytometer konnen diese Zellen dann gekennzeichnet und von der
Sortierung durch sogenanntes , Gating” ausgeschlossen werden.

Fiir die Sortierungen der IV F 19.23 wurde beide Methoden angewandt. Die
Propidium lodid Farbung erfolgte wenige Minuten vor der Sortierung mit einer
Konzentration von 1,5 pL PI (500 pg/mL) pro mL Zellsuspension. Abbildung 14
zeigt das Gating der lebenden Zellen zunéchst durch ihre Streulichteigenschaften
(Abbildung A) und anschlieBend durch ihre geringeren roten

Fluoreszenzintensitdten (Abbildung B).
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Abbildung 14: Einstellungen des Gatings wahrend der Sortierung der IV F 19.23 Zellen.
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Abbildung C stellt die Verteilung der griinen Fluoreszenzintensitit der lebenden
Zellen nach dem Gating dar. Die gefdrbten Zellen weisen ebenso wie in Abbildung
8 eine relativ breite Verteilung in der Fluoreszenzintensitdt auf. Wahrend der
ersten beiden von insgesamt vier Sortierungen wurden die 20 % der am stédrksten
fluoreszierenden Zellen als hoher-produzierende Zellen gekennzeichnet und
somit als Zielzellen mit dem FACS selektiert.

Fiir die Sortierungen 3 und 4 wurden nur 10 % der Zellen ausgewahlt. In
Abbildung C sind diese Sortierungsparameter als Gate R3 gekennzeichnet. Nur
Zellen, die von allen drei Gates erfasst werden, werden anschliefSend als Zielzellen

selektiert.

Sortierung

Fir die Sortierung mit dem FACS wurden die gefdrbten Zellen bei jeder
Sortierung in 4°C kaltem Medium vorgelegt. Nach dem Sortiervorgang sind die
ausgewdhlten Zellen in einem Sammel-Gefdfs mit kaltem Medium aufgefangen
worden. Diese Vorgehensweise soll die Vitalitdt der Zellen moglichst erhalten,
welche eventuell durch die Vorlage von Phosphatpuffer beeinflusst wiirde.
Allerdings sinkt die Viabilitét trotz dieser Vorsichtsmafinahme zunéchst durch die
Farbung aber auch durch die Sortierung von ca. 95 % auf 60 % ab. Ebenfalls ist
eine starke Abnahme der Lebendzellzahl auf etwa 25 % zu beobachten. Ein Grund
ist die zeitliche Lange der Farbung (4 bis 5 Stunden), aber auch die verschiedenen
Farbeschritte mit hdufigem Zentrifugieren. Insbesondere die Trennung der Zellen
vom viskosen Medium fiir die Sekretionsphase erwies sich als schwierig und war
mit grofien Zellverlusten verbunden. Die Verringerung der Vitalitit und der
Lebendzellzahl wihrend der Sortierung ldsst sich ebenfalls durch die zeitliche
Lange (ca. 4 Stunden) bei niedrigen Flussraten und durch evtl. Schadigungen der
Zellen beim Aufprall im Sammelgefafs erklaren.

Auf Grund der niedrigen Zellzahl nach den Sortierungen wurden die Zellen
zunichst in 24- und 6-Lochplatten kultiviert. Uber mehrere Wochen sind die
Zellen auf eine geeignete Zelldichte fiir Spinnerflaschen (100 ml mit 0,15 x 10°

Zellen/ml) expandiert worden, um anschlieffend mittels drei paralleler Batch-
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Kultivierungen die Produktivitidt der sortierten Zellen zu bestimmen. Abbildung
15 stellt die Reihenfolge der vier Sortierungen mit ihren anschlieffenden

Kultivierungen zum bessern Verstdndnis schematisch dar.

Anfangspopulation ——»  Ermittiung der Produktivitat

Affinitatsmatrix

Population nach 1. Sortierung—  Ermitiung der Produktivitat

Affinitatsmatrix
2. Sortierung
Kultivierung

Population nach 2. Sortierung—  Ermittiung der Produktivitat

Afflnltatsmatnx
3 Somerung
KuIthlerung

Population nach 3. Sortierung—  Ermittiung der Produktivitat

Afflnltatsmatnx
4 Somerung
KuIthlerung

Population nach 4. Sortierung—  Ermittiung der Produktivitat

Abbildung 15: Uberblick tiber die vier durchgefiihrten Sortierungen und anschliefenden
Kultivierungen der Hybridomzelllinie IV F 19.23 zur Ermittlung der Produktivitat.
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4.1.3.1 Produktivititsbestimmung der IV F 19.23 Zellen

Im  Anschluss an jede der vier Sortierungen folgte eine
Produktivitdtsbestimmungen. Sie sollten Aufschluss dariiber geben, ob die
Sortierungen der Zellpopulation zu der gewiinschten Steigerung der
Antikorperproduktivitdat der Zellpopulation gefithrt haben. Wie zuvor
beschrieben, sind parallel 3 Spinnerkultivierungen durchgefiithrt und tber die
Zellzahl und die Antikorperkonzentration die Produktivitit der Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der Kultivierung ermittelt worden. In
Abbildung 16 ist die Produktivitdt der Anfangspopulation sowie der 2. und 4.
Sortierung gegen die Zeit aufgetragen.
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Abbildung 16: Produktivitdten der IV F 19.23 Zellpopulation am Anfang, nach der 2. und
der 4. Sortierung.

Die Ergebnisse zeigen, dass die wiederholten Sortierungen zu einer
erfolgreichen Steigerung der Produktivitdt der IV F 19.23 Zellpopulation gefiihrt
hat. Diese betrug bis zu 125 % nach vier Sortierungen (berechnet aus den
Mittelwerten der hochsten drei Produktivitdtswerten von Anfangspopulation und

4. Sortierung).
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4.1.3.2 Fazit

Die Analyse der Affinitdtsmatrixfirbemethode hinsichtlich ihrer Funktionalit&t
auf Protein-Microarray-Ebene und schlieffend an Zelloberfichen fiihrte in beiden
Fillen zu einem positiven Ergebniss. Eine Sortierung hoch-produzierender Zellen
konnte bei Anwendung dieser Methode erfolgreich mittels FACS durchgefiihrt
werden. Nach vier Sortierungsschritten ist eine Produktivitdtssteigerung der
Zellpopulation um 125 % erreicht worden. Somit konnte mit dieser Untersuchung
der Methode ihre Einsetzbarkeit fiir die Steigerung der Antikérperproduktivitit

einer IV F 19.23 Hybridomzellpopulation bestitigt werden.

414 Firbung und Sortierung der HKB-11 Zellen

Die Funktionalitit der in der Literatur beschriebenen Affinitdtsmatrix zur
Produktivitdtssteigerung einer Zellpopulation von IV F 19.23 Zellen konnte bereits
im vorherigen Kapitel gezeigt werden. Diese Methode sollte anschliefiend bei der
Selektion hoher-produzierender Zellen einer neu entwickelten Industriezelllinie
HKB-11 Verwendung finden. Diese wurden daraufhin transfiziert, dass sie nur
das Fc-Fragment eines humanen Immunglobulins G produzieren. Dies konnte den
Einsatz der in der Literatur beschriebenen Affinitdtsmatrixfirbung erschweren, da
beide eingesetzten Antikorper an das Fc-Fragment binden miissten. Infolgedessen
ist fiir die Farbung der biotinylierten Antikérper durch ein biotinyliertes Protein A
ersetzt worden. Dieses bindet humane Antikérper am Fc-Fragment, aber nicht an
derselben Stelle wie ein Antikorper gegen das Fc-Fragment und somit sollte keine
Konkurrenzsituation ausgelost werden. Allerdings sollte eine genaue Analyse der
Methode erfolgen. Nach der Sekretionsphase wird ein FITC gelabelter Ziegen
Anti-Human IgG spezifisch gegen das Fc-Fragment eingesetzt, da Protein A eine
hohe Affinitdt ftir Humane- und keine fiir Ziegen-Antikorper besitzt. Diese
Vorgehensweise soll unspezifische Bindungen des FITC gelabelten Antikorpers
weitgehend vermeiden. Die zuvor verwendete (A) und die modifizierte (B)
Affintatsmatrixfirbung sind vergleichend in Abbildung 17 schematisch
dargestellt.



Experimenteller Teil und Ergebnisse 49

A B

FITC Antikdrper
FITC Antikdrper

Fc-Fragment
Produkt AK

Biotinyliertes

Protein A
Biotinylierter AK
Avidin Avidin
Biotin Biotin

Abbildung 17: Beschreibung des Aufbaus der beschriebenen (A) und neu entwickelten (B)

Affinitdtsmatrixfarbung.

Die Kenntnis des Wachstums- und Produktionsverhalten der HKB-11 Zellen ist,
wie zuvor auch wie bei den Hybridomzellen, essentiell zur Charakterisierung der
Zellpopulation. Zusétzlich ist eine Funktionalitdtspriifung der verdnderten

Farbung zunichst auf Protein-Microarrays und spéater auf Zelloberflachen notig.

4.1.4.1 Proliferations- und Produktionsverhalten der HKB-11 Zelllinie

Die Bestimmung des Proliferations- und Produktionsverhalten der HKB-11
Zellen stellte sich durch ihr semi-adhédrentes Wachstum als sehr schwierig dar. Ein
leichtes Ablosen der Zellen wihrend der Kultivierung in T-Flaschen ist zwar
durch einfaches Schiitteln moglich, aber in Suspension wurde eine verstarkte
Aggregatbildung beobachtet. Dies macht eine akkurate Zellzéhlung mittels einer
Neubauerzdhlkammer unmoglich. Zusitzlich wird die Proliferation der Zellen in
Spinnerflaschen behindert, da die Zellen innerhalb der Aggregate schlechter mit
Néhrstoffen versorgt werden und absterben. Folglich kommt es nur zu einem
langsamen Wachstum und einer niedrigeren Vitalitat der Zellkultur.

Im Rahmen der Mitbetreuung der Diplomarbeit von Daniel Landgrebe ist unter
anderem eine Optimierung der Zellzdhlung mit verschiedenen Methoden zur

Aggregatsauflosung untersucht worden [161]. Dazu gehorten enzymatische
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Verfahren wie die Verwendung von Trypsin, Collagenase und Accutase. Die
Zellen sind nach der Probenahme aus der Spinnerflasche zentrifugiert und in der
jeweiligen Enzymlosung resuspendiert worden. Des Weiteren ist versucht
worden, die Zellen mechanisch mittels einer 1 ml Pipette durch auf und ab
pipettieren zu trennen. Zusitzlich wurde untersucht, ob ein Zusatz des Tripeptids
RGD zum Medium eine Verringerung der Aggregation bewirken wiirde.

RGD ist ein Peptid bestehend aus Arginin, Glycin und Asparaginsdure. Es
bindet an Integrine auf der Zelloberfldche, welche Zell-Zellkontakte herstellen.
Durch die Besetzung dieser Bindungsstellen mit RGD sollen die Verbindungen
zwischen den Zellen geltst werden, bzw. nicht zustande kommen [162].

Sowohl die Enzyme als auch der Einsatz des RGDs brachten nicht den
gewlinschten Erfolg. Die Enzyme bewirkten eine Erhohung der Vitalitit
verursacht evtl. durch eine Zersetzung der toten Zellen. Das RGD konnte die
Aggegation der Zellen nicht verhindern. Moglicherweise wird eine Bindung der
HKB-11 Zellen aneinander nicht durch Integrine hergestellt. Die mechanische
Trennung erwies sich als das effektivste Mittel gegen die Zellaggregation und fiir
eine zuverldssige Zellzahlung.

Da eine Zellkultivierung ohne Aggregatbildung in Spinnerflaschen nicht
moglich ist, ist die Kultivierung der HKB-11 Zellen adhédrent in 6-Lochplatten
erfolgt. Pro Well wurden 2,75 ml einer Zellsuspension mit 0,08 10¢ Zellen/ml
eingesetzt. Diese Platten wurden in Inkubatoren mit 37°C und 5 % CO: platziert.
Zweimal tédglich erfolgten Probenahmen mit einer Bestimmung der Zellzahl, der
Vitalitdt und der Fc-Fragmentkonzentration. Fiir jede Bestimmung ist der gesamte
Inhalt von drei Vertiefungen der 6-Lochplatten entnommen und fiir die
Ermittlung der Parameter der Mittelwert aller drei errechnet worden. Abbildung
18 stellen die Zellproliferation, Viabilitit und Fc-Fragmentkonzentration
graphisch dar.

Die Zellen zeigen das {tibliche Proliferationsverhalten wahrend einer Batch-
Kultivierung mit starkem Wachstum {iber einen Zeitraum von 75 Stunden. Eine
nachweisbare Fc-Fragmentkonzentration konnte erst ab Stunde 55 ermittelt

werden. Die Produktivitdtsbestimmung der HKB-11 Zellpopulation erfolgte wie in
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Kapitel 4.1.1.2 bei den Hybridomzellen IV F 19.23 mittels der
Differenzialmethode. Abbildung 19 stellt diese graphisch dar.
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Abbildung 18: Darstellung der Zellproliferation der HKB-11 Zellen und Fc-
Fragmentkonzentration wahrend der Kultivierung in 6-Loch-Platten.
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Abbildung 19: Produktivitdt der HKB-11 Zellpopulation wéhrend der Kultivierung in 6-
Loch-Platten.

Das Produktionsverhalten der HKB-11 Zellen stellt sich als kontrdr zu dem der
IV F 19.23 Zellen dar. Hier sinkt die Produktivitdt zum Ende der exponentiellen
und widhrend der stationdren Phase stark ab und steigt erst wieder zu Beginn der
Absterbephase. Dies weist auf eine tiberwiegende Produktion des Proteins in der
S, M oder G2 Phase des Zellzyklus hin. Es ist eine zum Teil deutlich hohere
Produktivitdt im Vergleich zur Anfangspopulation der IV F 19.23 Zellen (max.
etwa 0,05 mg/h/10° Zellen) erkennbar und sollte durchaus fiir eine

Affinitaitsmatrixfirbung an der Zellmembran ausreichen. Fiir eine deutlich
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sichtbare Farbung sollten Zellen vom zweiten Tag der Kultivierung somit in der
Mitte der exponentiellen Phase verwendet werden, da hier die Zellen die hochste
Produktivitdt aufweisen. Zundchst ist allerdings eine sorgsame Analyse der

Funktionalitdt der neu entwickelten Methode zwingend notwendig.

41.42  Anwendung einer Affinititsmatrixfirbemethode

Funktionalititsuntersuchung mittels Protein-Microarrays

Die Verwendung von Protein-Microarrays zur Funktionalitdtsermittlung der
Affinitdtsmatrix hat sich schon bei der Untersuchung von IV F 19.23 Zellen als
zuverldssig erwiesen und soll auch hier bei der Untersuchung der modifizierten
Methode Anwendung finden. Die Hybridisierung der Protein-Microarrays erfolgte
nach der im Anhang detailliert beschriebenen Anleitung. Als Fluoreszenzmarker
sind bei einigen Versuchen ein FITC gelabelter Antikérper und bei anderen Cy3
gelabeltes Streptavidin eingesetzt worden. Abbildung 20 stellt eine
Zusammenfassung der durchgefiihrten Protein-Microarrays dar.

Wie zuvor bei der Analyse der in der Literatur beschriebenen
Affinitdtsmatrixmethode mit Protein-Microarrays ist im Anschluss der SNR (signal
to noise ratio) fur jeden Versuch berechnet worden. Die Analyse der
Fluoreszenzintensitdt der unspezifischen Bindungen (A bis C) sind in Abbildung
21 dargestellt. Hier ist im Gegensatz zu den Protein-Microarray Experimenten fiir
die IV F 19.23 Zelllinie keine unspezifischen Bindungen zwischen dem Avidin und
dem FITC gelabelten Ziegen Anti-Human Fc-Fragment spezifischen Antikorper
ermittelbar (A). Vorteilhaft fiir das Funktionieren der Matrix ist zudem, dass keine
unspezifischen Bindungen zwischen dem Protein A und dem Antikorper zu
messen sind (B). So ist kein Fluoreszenzsignal bei Zellen zu erwarten, die keine
humanen Fc-Fragmente bilden. Die wunspezifischen Bindungen bei der
Kombination C kénnten sich bei zu wenig eingesetztem bioninyliertem Protein A,
so dass nicht alle moglichen Bindungsstellen des Avidins besetzt werden, als
storend auswirken. Die Ergebnisse der weiteren Versuche sind in Abbildung 22

veranschaulicht.
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Abbildung 20: Beschreibung der durchgefiihrten Protein-Microarrays.

Microarrays D und E dienten der Bestdtigung der Farbemethode. Beide zeigen
hohe SNR Werte und setzten sich deutlich von den SNRs der unspezifischen

Bindungen zwischen Avidin und dem Fc-Fragment ab.
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B: Protein A - AK
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Abbildung 21: Stdrke der unspezifischen Bindungen zwischen Avidin und FITC
gelabeltem Antikorper, Dbiotinyliertem Protein A und FITC gelabeltem Antikorper,
Avidin und Fc-Fragment und FITC gelabeltem Antikérper unter Angabe der
Standardabweichung.
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Abbildung 22: Uberpriifung der Bindung der einzelnen Komponenten der Affintitsmatrix

unter Angabe der Standardabweichung.

Die zusidtzlichen Versuche unter der Verwendung von Streptavidin als
Detektionsreagenz konnten zum einen bestédtigen, dass das Protein A mehrfach

biotinyliert ist (Herstellerangaben: 3-5 Biotin) (F). Zum anderen zeigen sie, dass
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eine Verwendung von Strepavidin anstelle von Avidin moglich wére (G) wobei
die Verwendung von Avidin (E) jedoch zu besseren Ergebnissen fiihrt.

Die weiteren Auswertungsergebnisse der acht Microarrays fur die
durchschnittlichen = Signalintensititen = (Signal ~ Mean) und  mittleren
Hintergrundintensitidten abgezogen von den mittleren Signalwerten sind im
Anhang dargestellt und weisen die gleiche Tendenz auf wie die SNR Ergebnisse.

Infolgedessen kann aus den Ergebnissen dieser Experimente geschlossen
werden, dass die verdnderte Affinititsmatrixfirbemethode in ihrem Aufbau
funktioniert. Die Bindungen zwischen den einzelnen Komponenten konnte unter
den Bedingungen des Protein-Microarrys gewéhrleistet werden. Aufserdem konnte
sichergestellt werden, dass keine oder nur sehr geringe unspezifische Bindungen
die Auswertbarkeit storen. Ob diese verdnderte Methode auch an Zelloberfldchen
einsetzbar ist, miissen weitere Untersuchungen unter der Verwendung von

lebenden Zellen zeigen.

Funktionalititsuntersuchung mittels Durchflusszytometrie

Die Untersuchung der Anwendbarkeit der modifizierten Affinitatmatrixfarbung
auch fiir Zelloberflachen von HKB-11 Zellen ist stufenweise durchgefiihrt worden.
Neben der Ermittlung der Bindungsfahigkeit der einzelnen Komponenten, wurde
auflerdem die gesamte Matrix untersucht.

Fiir die Vorversuche mit dem Beckmann Coulter Durchflusszytometer Epics-XL
MCL kam ein Cy3 gelabeltes Streptavidin zum Einsatz. Die folgende Tabelle 5 gibt
einen Uberblick zu den Experimenten. Die Farbungen der HKB-11 Zellen
erfolgten nach den detaillierten Beschreibungen im Anhang.

Wichtig waren zundchst die Feststellung der Hintergrundfluoreszenz (1) und
anschlieSfend die Ermittlung eventueller unspezifischer Bindungen des
Streptavidins an der Zelloberfliche (2). Beide zeigten nur eine schwache
Fluoreszenzintensititen und somit konnen die unspezifischen Bindungen
vernachldssigt werden. Die Experimente 3 bis 5 zeigten deutliche

Intensitdtssteigerungen, anhand dieser davon ausgegangen werden kann, dass die
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Bindungen des Biotins, des Avidins und des Protein A auch an der Zelloberflidche

stattfinden.
Firbung Erlduterung
1  Ungefarbte Zellen Hintergrundfluoreszenzintensitét
2 Zellen, Streptavidin Cy3 Unspezifische Bindung
3 Zellen, Biotin, Streptavidin Cy3  Bindung von Biotin
4 Zellen, Biotin, Avidin, Biotin, Bindung von Avidin

Streptavidin Cy3
5 Zellen, Biotin, Avidin, Protein A, Bindung von Protein A

Streptavidin Cy3

Tabelle 5: Vorversuche mit dem Durchflusszytometer zur Funktionalitdt der verdnderten

Affinitatsmatrixfarbung.

Exemplarisch ist in Abbildung 23 der Intensitdtsunterschied der ungefiarbten im

Vergleich zu den gefidrbten Zellen dargestellt.

w
s]

Zellzahl

Rote Fluoreszenz

Abbildung 23: Exemplarische Darstellung der Verdnderung der Fluoreszenzintensitat
durch die Bindung der Komponenten Biotin, Avidin und Protein A an die
Zelloberflachen.

Diese Vorversuche konnten den Nachweis der Wirksamkeit der ersten
Farbestufen bis zum Protein A erbringen. Die Bindung des Fc-Fragments an das

Protein A und die Markierung mit dem FITC gelabelten Antikérper muss nun in
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einem weitern Schritt untersucht werden. Allerdings konnte eine moglicherweise
geringe Fc - Fragmentsekretion der Zellen eventuell eine Farbung verhindern.
Daher sind in einem zusitzlichen Experiment Fc - Fragmente in unterschiedlichen

Konzentrationen hinzu gegeben worden (4). In Tabelle 6 ist eine Aufstellung der

Analysen gezeigt.
Firbung Erlduterung
1  Ungefarbte Zellen Hintergrundfluoreszenzintensitét
2 Zellen, Antikorper FITC Unspezifische Bindung

3 Zellen, Biotin, Avidin, Protein Vollstandige Matrix
A, sekretiertes Fc-Fragment,
Antikorper FITC
4  Zellen, Biotin, Avidin, Protein Vollstindige Matrix
A, zugegebenes Fc-Fragment, plus zusitzlichen Fc-Fragmenten

Antikorper FITC

Tabelle 6: Untersuchungen der vollstandigen Matrix sowie zusatzlichen Analysen.

Uberraschenderweise konnte bei der durchflusszytometrischen Analyse kein
Fluoreszenzintensitdtsunterschied zwischen der unspezifischen Farbung der
Zelloberflaiche mit dem FITC gelabelten Antikorper und der vollstindigen
Matrixfarbung ermittelt werden. Die Ergebnisse der vier
durchflusszytometrischen Analysen sind in Abbildung 24 dargestellt. Dartiber
hinaus ist zu erkennen, dass die Steigung der Fluoreszenzintensitit der Farbungen
2 bis 4 nur schwach ausgepragt ist. Zu erwarten gewesen wire ein schwaches
Intensitdtssignal fiir die oberflachengefdarbten Zellen (2), ein stdrkeres fiir die
Zellen mit sekretiertem Fc-Fragment (3) und eine weitere Steigerung des Signals
durch die Zugabe von Fc-Fragment-Standard (4).

Diese Messergebnisse konnten bedeuten, dass die Bindung Protein A - Fc-
Fragment - FITC gelabelter Antikorper nicht stattfindet. Vor allem die fast
identischen Fluoreszenzintensititen mit den nur oberflichengefdrbten Zellen (2)

weisen darauf hin, dass bei jeder Farbung (2-4) die Zellen moglicherweise nur
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durch eine Bindung des FITC gelabelten Antikorpers an ihrer Zelloberfldche

gefarbt wurden.

Zellzahl

T Ilféﬂ TT Il‘EIB”B

Grine Fluoreszenz

Abbildung 24: Darstellung der durchflusszytometrischen Analysen 1 (blau) und 2 bis 4
(rot, griin, lila).

Da die HKB-11 Zellen von B-Lymphozyten abstammen, tragen sie
wahrscheinlich Antikorper sowie Fc-Rezeptoren auf ihrer Oberfldche. An beides
konnte der FITC gelabelte Antikorper binden [163].

Daraus konnte der Schluss gezogen werden, dass entweder die Bindung
zwischen Protein A und Fc-Fragment und/oder die Bindung zwischen Fc-
Fragment und FITC gelabelten Antikorper nicht wie erwartet stattgefunden hat.
Allerdings konnte moglicherweise auch schon die Bindung Biotin - Avidin nicht
erfolgt ist und falsch positive Signale durch eine Bindung des Cy3 gelabelten
Strepavidins an das Biotin an der Zelloberfldche entstanden sein (Abbildung 23).
Diese Uberlegung ist allerdings sehr unwahrscheinlich, da die Avidin- Biotin
Bindung zu den stidrksten bekannten nicht-kovalenten Bindungen gehort (Kp=1,3
x 10-15) [164, 165].

Da die Bindung von Protein A - Fc-Fragment - FITC gelabelter Antikorper
wiahrend der Untersuchung mittels Protein-Microarray als funktional eingestuft
werden konnte, miisste die Ursache in der Zellfirbemethode liegen, die durch die
Verwendung von beispielsweise kiirzeren Einwirkzeiten und Medium anstellen
von Puffer verandert wurde. Zudem sollten die Konzentrationen der eingesetzten

Stoffe tiberpriift und gegebenenfalls erhoht werden. Beispielsweise konnte eine zu
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geringe Avidinkonzentration dazu fiihren, dass die Matrix zwar vollstandig
aufgebaut wird, das Signal aber durch unspezifische Bindungen des FITC
gelabelten Antikorpers an der Zelloberfldche tiberragt wird. Die Bindungen des
FITC gelabelten Antikorpers an Fc-Rezeptoren der Zelloberfliche konnte
moglicherweise durch die Nutzung von Antikérpern einer anderen Spezies oder

eines anderen Isotyps zu reduzieren oder zu verhindern sein [163].

4.1.4.3 Fazit

Eine Verdnderung der Affinititsmatrix, indem anstelle von biotinyliertem
Antikorper biotinyliertes Protein A fiir die Anwendung auf HKB-11 Zellen
verwendet wurde, zeigte zunidchst bei der Funktionalitdtsuntersuchung auch viel
versprechende Ergebnisse. Die Farbung gelang erfolgreich auf Protein-Microarrays
und sollte somit auch fiir die Farbung auf Zelloberflichen anwendbar sein.
Allerdings ist die vollstdndige Bindung der Matrix auf HKB-11 Zellenoberfldchen
bisher nicht gelungen. Die Ursachen konnten zum einen in der unterschiedlichen
Farbemethoden von Protein-Microarrays und Zellen liegen und zum anderen in zu
geringen Konzentrationen einiger Inhaltsstoffe. Die Farbemethode entsprach zwar
der in der Literatur beschriebenen Affinitdtsmatrixmethode, doch ist sie bisher
noch nicht bei einer HBK Zelllinie angewendet worden. Die Oberfldche der Zellen
konnte eventuell die Bindung von Avidin an das Biotin erschweren. Eine weitere
Moglichkeit ist eine Konformationsanderung des Protein As an der Zelloberfldche
und dadurch eine verhinderte Bindung des Fc-Fragments. Eine weitere Erkldrung
konnte die Bindung des FITC gelabelten Antikorpers an Fc-Rezeptoren der HKB-
11 Zellmembran sein [163]. Der Einsatz einer anderen Spezies oder Isotyps des
Antikorpers konnte eine Reduzierung der unspezifischen Bindungen bewirken.
Des Weiteren besteht die Moglichkeit, auf F(ab).-Fragmente zurtickzugreifen, da
hier der fiir die Bindung am Fc-Rezeptor verantwortliche Fc-Teil fehlt. Alternativ
kann versucht werden, durch Zugabe eines hohen Uberschusses von
unspezifischen, nichtmarkierten Immunglobulinen derselben Spezies die Fc-

Rezeptoren zu blockieren. Eine andere Erklarung konnte eine zu geringe
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Konzentration einiger Matrixbestandteile sein. Geringe Konzentrationen einiger
Inhaltsstoffe der Matrix konnten zwar trotzdem einen Aufbau der Matrix an der
Zelloberfldache bewirken, aber das Fluoreszenzsignal ist dann moglicherweise von
dem der unspezifischen Bindungen tiberdeckt worden. Somit ist auch die
Konzentration ein wichtiger Punkt an dem eine mogliche Optimierung der

verdnderten Affinititsmatrix ansetzen konnte.
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4.2  Optimierung von Bioprozessen

Die Kenntnis tiber den Zustand der Kultivierung, die Konzentration der
Hauptenergielieferanten (Glutamin, Glukose), der Metabolite und des gebildeten
Produktes, ist wahrend der Produktion pharmazeutischer Proteine essentiell.
Stoffwechselmetabolite, wie Laktat und Ammonium, reichern sich im Laufe der
Kultivierung an und kénnen in hoheren Konzentrationen die Zellproliferation und
Produktivitit einschrianken [166, 167]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Anwendung zweier unterschiedlicher Sensoren am Beispiel verschiedener
Zelllinien getestet, um ein Verbesserung der online Kontrolle von
Zellkulturprozessen zu ermoglichen. Durch die Anwendung des BioView®-
Sensors konnte das Wissen tiber den Zustand des Prozesses online zur Verfiigung
stellen und beispielsweise ein schnelleres Eingreifen bei Problemen oder die
Entwicklung einer optimale Zufiitterungsstrategie moglich machen. Die online
gemessene Sauerstoffaufnahmerate mit einem neu entwickelten insitu OUR
Sensors konnte zusidtzliche Erkenntnisse tiber den Zellmetabolismus und

Verstoffwechselung von Substraten liefern.

421 Einsatz des BioView®-Sensors fiir Zellkulturprozesse

Im ersten Teil dieses Kapitels wurde die Fluoreszenz der Zellsuspension
wiahrend einiger Batch-Kultivierungen der Zelllinie IV F 19.23 mit dem BioView®
vermessen Nach einer chemometrischen Auswertung der Daten wurden die
erstellten Modelle zur Vorhersage offline gemessener Prozessgrofien einer
weiteren Kultivierung eingesetzt. In weiterfithrenden Untersuchungen wurde der
Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektroskopie fiir die verschiedenen Prozessgrofien

auch im Fed-Batch- und Perfusionsbetrieb untersucht.
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4.2.1.1 Chemometrische Auswertung von 2D-Fluorezenzspektren

Mit der 2D-Fluoreszenzspektroskopie ist es moglich, simultan eine Vielzahl von
Prozessgrofien zu detektieren. Die Messung der intrinsischen Fluorophore gibt
Auskunft tiber den Zellzustand. Es ist aber auch moglich, aus den
Fluoreszenzspektren latente Informationen zu gewinnen bzw. Prozessparameter
zu bestimmen, die zun&chst nicht mit der Fluoreszenz in Verbindung stehen, wie
z.B. Substrat- und Produktkonzentrationen.

Ein 2D-Spektrum liefert eine Datenmatrix aus Emission, Exzitation und Intensiat
mit 150 Wellenldngenkombinationen (WLKs). Eine lineare Abhéangigkeit zwischen
Prozessparameter und Fluoreszenz ist aufgrund der vielfdltigen biologischen,
chemischen und physikalischen Wechselwirkungen bei Bioprozessen meist nicht
gegeben. Vielmehr beeinflussen und tiberlagern sich Fluoreszenzen in
benachbarten Bereichen des Spektrums und schaffen so gegenseitige
Abhangigkeiten (Kolinearitét) [168]. Bei der Auswertung sollten daher Methoden
angewendet werden, die den Informationsgehalt des gesamten Spektrums
berticksichtigen und die Datenmengen gleichzeitig komprimieren.

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) ist eine solche Methode [169]. Bei der
PCA erfolgt eine lineare Transformation der Variablen, so dass moglichst wenige
neue Variablen die relevante Information beschreiben. Das Mafs fiir die Relevanz
ist hierbei die Varianz. Zunédchst werden die untersuchten Daten in einer Matrix
angeordnet. Jede Zeile dieser Matrix enthilt ein Spektrum und jede Spalte die
Fluoreszenzintensititen einer WLK. Diese Anordnung ist in Abbildung 25
dargestellt. Anschlieffend wird ein Hauptachsentransformation durchgefiihrt,
dabei werden die n Messungen und p Wellenlingenkombinationen als
Punktwolke in einem p-dimensionalen kartesischen Koordinatensystem
aufgetragen. Die Transformation erfolgt in zwei Schritten: Zundchst wird der
Ursprung des Koordinatensystems in den Schwerpunkt der Punktwolke gesetzt,

d.h. die Daten werden zentriert.
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Abbildung 25: Datenmatrix der aufgenommenen 2D-Fluoreszenzspektren [170].

Im zweiten Schritt wird das Koordinatensystem so gedreht, dass die erste
Koordinate die maximale Varianz der Daten beschreibt. Dies legt die erste
Hauptachse fest und die Koordinate in dieser Richtung ist die erste
Hauptkomponente. Die folgenden Hauptkomponenten werden aus der
verbleibenden maximierten Varianz berechnet. Somit gibt es fiir die p-
dimensionalen Daten maximal p Achsen bzw. Hauptkomponenten, die linear
unabhdngig voneinander sind [170, 171]. Abbildung 26 stellt beispielhaft die Lage

der ersten und zweiten Hauptkomponente nach der Zentrierung dar.
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Abbildung 26: Lage der ersten und zweiten Hauptkomponente nach der Zentrierung der
Fluoreszenzdaten [170].
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Durch diese Transformation werden die relevanten Dateninhalte z. B. von
Rauschen getrennt, da dieses keine Vorzugsrichtung im Raum aufweist. Meist
geniigen 3 bis 4 Hauptkomponenten, um einen Grofiteil der Varianz zu
beschreiben. Die Reduktion der Variablenzahl fiihrt somit zu einer einfacheren
Ubersicht der Daten und des zwischen ihnen bestehenden Zusammenhangs.

Diese aus der Hauptkomponentenanalyse gewonnen Daten sollen der
Modellierung von Prozessgrofien dienen. Somit miissen die Informationen aus
den Spektren mit den entsprechenden offline Daten in Beziehung gesetzt werden,
um Kalibrationsmodelle zu erstellen. Als Methode bietet sich hier unter anderem
die PLS-Regression (partial least square regression) an [172]. Dabei werden
abhédngige Y-Variablen in die Komprimierung der X-Variablen mit einbezogen.
Auf diese Weise werden die Einfliisse der X-Variablen minimiert, welche zwar
eine grofle Varianz besitzen, aber irrelevant hinsichtlich des Kalibrationsmodells
sind. Eine genauere Beschreibung der Berechnung ist der Dissertation von Kirsten
Hantelmann (2005) zu entnehmen [170]. Mit Hilfe der PLS-Regression erhilt man
ein Modell, das es erlaubt, aus den X-Variablen (Spektren) (Scores = unabhéngige
X-Variablen (Xca)) die Y-Variablen (Yva)) zu berechnen, nachdem eine Kalibration
mit den bestehenden Y-Variablen (abhdngige Y-Variablen (Yca)) durchgefiihrt
wurde. Dies ist in Abbildung 27 schematisch dargestellt.

Xca] + Yca] = MOdeH Xval + MOdeH = Yval
() (b)

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Modellbildung und Validierung. (a)
Modellbildung (b) Berechnung unbekannter Yv.-Daten bei Anwendung des PLS-Modells.

Man unterscheidet bei der PLS-Regression zwischen PLS1 und PLS2. bei der
PLS-Regression wird nur eine Y-Variable (d.h. eine Prozessgrofie) fiir das Modell
herangezogen, wahrend bei der PLS2-Regression mehrere Variablen gleichzeitig
berticksichtigt werden. Das bedeutet, dass der Fehler bei PLS2 Modellen grofier
ist. Fur alle Modellberechungen in dieser Arbeit wurde die PLS1 Methode

angewendet.
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Fehlerbetrachung der Modelle

Die Qualitdt eines Modells kann tiber verschiedene Validierungsstrategien
{iberpriift werden. Diese Uberpriifung ist notwendig, da es zu einer
Uberanpassung  (overfitting) kommen kann, da mit jeder zusitzlichen
Hauptkomponente der Fehler der Kalibration zwar sinkt, aber der Fehler der
Validierung und damit der Fehler der Vorhersage nach Erreichen der optimalen
Anzahl an PCs wieder ansteigt.

Die Fehlerbetrachtung kann tiber eine Kreuzvalidierung der Daten durchgefiihrt
werden. Hierbei wird ein Grofiteil der Daten (beispielsweise 7 von 8
Kultivierungsdatensdtzen) zur Modellbildung eingesetzt. Die offline Daten des
nicht berticksichtigten Datensatzes werden anschlieffend mit Hilfe des Modells
vorhergesagt. Die Fehlerberechung erfolgt dann zwischen den offline gemessenen
und den vorhergesagten Werten als RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction)
gemdfs Gleichung 5.

15

N = Anzahl Messwerte

i = Laufindex

pi = Vorhersage aus Spektren
m; =Messwerte

max(m;) = Maximalwerte der Messreihe

Der Fehler wird zur besseren Vergleichbarkeit in einen prozentualen Wert
umgerechnet. Zur Durchfiihrung der Modellbildung und ihrer Validierung wird

die Software , The Unscrambler” eingesetzt.



66 Experimenteller Teild Ergebnisse

4.2.1.2 Voruntersuchung im Batch-Modus

Die Uberpriifung der Methodik der online Uberwachung von
Zellkulturprozessen unter Anwendung des BioView®-Sensors erfolgte anhand der
Kultivierung der Hybridomzelllinie IV F 19.23 im Batch-Modus. Der Batch-
Kultivierungsmodus ist auf Grund seiner Simplizitit und einer daher
angenommenen  ebenfalls  einfachen = Vorhersagbarkeit  fiir diese
Voruntersuchungen ausgewdhlt worden. In einem ersten Schritt wurden fiinf
Batch-Kultivierungen durchgefiihrt. Vier dieser Kultivierungen wurden fiir die
Bildung von PLS1-Modellen herangezogen wéhrend die fiinfte mit Hilfe der
erstellten Modelle vorhergesagt wurde. Eine Aussage tiber die Giite der

Vorhersage konnte durch Berechnung des RMSEP getroffen werden.

Kultivierung der Hybridomzelllinie IV F 19.23

Fir die insgesamt fiinf Bioreaktorkultivierungen der Hybridomzelllinie IV F
19.23 ist ein 400 ml Edelstahlreaktor (Arbeitsvolumen 375 ml) (Eigenbau der TCI
Werkstatt) genutzt worden. Tabelle 7 gibt einen Uberblick zu den
Kultivierungsbedingungen der IV F 19.23 Zellen.

Parameter Soll-Wert
pH 7,0
Temperatur 37°C
Sauerstoftkonz. (pOz) 50 %
Riihrerdrehzahl 80 bis 200 m'!

Tabelle 7: Kultivierungsbedingungen fiir die Hybridomzelllinie IV F 19.23.

Wiéhrend der Bioreaktorkultivierung sind 2- bis 3-mal tédglich Proben fiir die
offline Bestimmung verschiedener Prozessgrofien, wie Zellzahl und Vitalitdt sowie
die Konzentrationen von Glukose, Laktat, Antikorpern und verschiedenen
Aminosduren, entnommen. Die Aufnahme der 2D-Fluoreszenzspektren mit dem

BioView®-Sensor erfolgte im 15-min Takt. Die weiteren Einstellungen des
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BioView®-Sensors wiahrend der Kultivierung sind im Anhang in Kapitel 6.1.7.1zu
finden. Abbildung 28 gibt einen Uberblick iiber den Verlauf der Kultivierungen
und der offline bestimmten Parameter.

Die IV F 19.23 Zellen zeigten wahrend der Bioreaktorkultivierungen 3 bis 5 im
Batch-Modus dhnliche Zellproliferations-, Substratverbrauchs- und
Produktbildungsraten. Die Kultivierung 1 wurde erst ab Stunde 70 aufgezeichnet
und in Kultivierung 2 konnte kaum Zellwachstum beobachtet werden,
wahrscheinlich auf Grund einer zu hohen Riithrgeschwindigkeit. Fiir die
Kultivierungen 3 bis 5 ist diese demzufolge von 200 auf 80 min1 reduziert
worden.

Die unterschiedlichen Glutaminkonzentrationen zu Beginn der Kultivierungen
(vgl. 3 und 4 mit Kultivierung 5) konnten mit einer zeitlich langeren Lagerung des
Mediums zusammen hidngen [160]. Den Einfluss, den dieser zeitige
Glutaminmangel auf den Verlauf der Kultivierung hat, ist deutlich an einer
verringerten maximalen Zellzahl zu erkennen. Wie in Kapitel 4.1.1.1 ausfiihrlich
beschrieben, ist Glutamin bei kontinuierlich wachsenden Zelllinien der wichtigste

Energielieferant.
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Abbildung 28: Verldufe der offline bestimmten Parameter Zellzahl, Glukose-, Laktat-,
Antikorperkonzentration und die Konzentrationen der Aminosduren Glutamin und
Alanin wéhrend der Bioreaktorkultivierungen der IV F 19.23 Zelllinie.
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Voruntersuchungen der Modellbildung und Vorhersage

Fiir eine optimale Modellbildung und die anschlieflende Vorhersage relevanter
Prozessgrofsen einer Bioreaktorkultivierung der Hybridomzelllinie IV F 19.23
musste die bestmogliche Datenzusammensetzung gefunden werden. Ferner
waren die geeigneten Einstellungen des Softwareprogramms ,The Unscrambler”
zu iiberpriifen. Dies erforderte infolgedessen einige Voruntersuchungen der PLS1-
Modelle und Vorhersagen, welche mittels des prozentualen RMSEPs hinsichtlich
ihrer Giite tiberprift wurden. Als zu bestimmende Grofie ist die Zellzahl auf
Grund ihrer zentralen Rolle in Zellkulturprozessen gewdhlt worden. Die
verwendeten Fluoreszenzintensitdten der BioView®-Messungen ergeben sich aus
dem Mittelwert von drei Messungen. Die detaillierte Darstellung der
Untersuchung ist im Anhang in Kapitel 6.1.9.1 zu finden.

Als Ergebnis aus diesen Untersuchungen kann festgehalten werden, dass fiir die
Modellerstellungen normierte Fluoreszenzintensitdten verwendet werden sollten.
Ferner ist eine breite Datengrundlage essentiell. Dies bezieht sich nicht nur auf die
Anzahl der Kultivierungen und deren offline Analysenergebnisse, sondern
ebenfalls auf die Berticksichtigung weiterer online Messgrofien wie pH,
Sauerstofftkonzentration und Temperatur. Fiir die beispielhaft dargelegten
Vorhersagen der weiteren offline Prozessgrofien der Hybridomzellkultivierungen
wird die Bioreaktorkultivierung 5 als Vergleich herangezogen und daher auch die

Mediumfluoreszenzintensitdten nicht abgezogen.

Modellbildung und Vorhersage der Hybridomzelllinie IV F 19.23

Nachfolgend sind die Verldufe der offline gewonnen Prozessgrofien mittels
PLS1-Regression aus den gewonnenen Fluoreszenzspektren der Kultivierung 5
bestimmt worden. Die Modellbildung erfolgte fiir jede offline gemessene
Prozessgrofse aus den Daten der Batch-Kultivierungen 1 bis 4. Anschliefiend ist
eine Validierung der Modelle durch die Vorhersage einzelner Prozessgrofien und
einem Vergleich mit den offline gemessen Grofien der Batch-Kultivierung 5
durchgefiihrt worden. Abbildung 29 und Abbildung 30 zeigen die Auftragungen

der offline gemessenen und der vorhergesagten Parameter. In der linken Graphik
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ist stets der zeitliche Verlauf unter Angabe des RMSEP’s in Prozent (mittlerer
Fehler) und die Anzahl der verwendeten Hauptkomponenten dargestellt. In der
rechten Graphik ist die Kalibration der in die Modellbildung eingegangenen
Daten mit den gemessenen und den mit dem Modell vorhergesagten Daten mit
dem Bestimmtheitsmafs R?> angegeben.

Die beste Korrelation zwischen gemessenen und vorhergesagten Prozessgrofien
ist fiir die Glukose- und Laktatkonzentrationen festzustellen (Abbildung 29). Die
RMSEP’s liegen bei 8,1 bzw. 5,7 %. Die Beziehung zwischen gemessenen und
berechneter Laktatkonzentration weist ein hervorragendes Bestimmtheitsmafs von
0,99 auf. Allerdings liegt das Bestimmtheitsmafs fiir Glukose nur bei 0,71 dies
weist eigentlich auf eine schlechte Vorhersagbarkeit des Parameters hin. Die
geringe Anzahl der fiir die Modelle verwendeten PCs kennzeichnet eine einfache
Korrelation zu den Fluoreszenzdaten. Der Verlauf der Konzentrationen konnte
eindeutig vorhergesagt werden, mit Ausnahme des letzten Laktatwertes, bei dem
der Abfall der Laktatkonzentration nicht korrekt wieder gegeben wurde. Der
relative  Fehler der offline Messung fur die Glukose- und
Laktatkonzentrationsbestimmung liegt bei 3 - 4 %. Die Berechnung des Fehlers
erfolgte aus den Mittelwerten der relativen Fehler jeder einzelnen Messung
wihrend der 5. Batch-Kultivierung. Folglich ist der RMSEP der Vorhersage nur
geringfiigig hoher als der Fehler der offline Messungen.

Die Bestimmung der Lebendzellzahl mit Hilfe eines Modells zeigt eine gute
Ubereinstimmung zu den offline Daten. Allerdings weichen einige offline
Zellzéhlungen deutlich von der Vorhersage ab. Der Fehler der Vorhersage mit 11,2
% und das Bestimmtheitsmafs von 0,93 stellen dies dar. Allerdings muss auch hier
der relative Fehler der offline Messung berticksichtigt werden, der mit 11,2 %
genauso hoch ist wie der Fehler der Vorhersage. Infolgedessen kann auch fiir die
Lebendzellzahl von einer guten Vorhersage gesprochen werden, da diese tiblicher
Weise nicht besser sein kann als die vorherzusagenden offline Parameter.
Gleichwohl verlangt die Vorhersage der Lebendzellzahl ein komplexeres Modell,

was sich in der Verwendung von sieben Hauptkomponenten darstellt.
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Abbildung 29: Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der offline ermittelten
Prozessgrofien Lebendzellzahl, Glukose- und Laktatkonzentration gegentiber der
vorhergesagten am Beispiel der Kultivierung 5. Der Fehler der Vorhersage (RMSEP) und
die Anzahl der fiir die Modellbildung verwendeten Hauptkomponenten (PCs) sind
ebenfalls angegeben. Rechts: Auftragung der offline Prozessgrofien gegen die PC

Kalibrationsdaten unter Angabe des Bestimmtheitsmafies.
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Abbildung 30: Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der offline ermittelten
Prozessgroflen Glutamin-, Alanin- und Antikdrperkonzentrationen gegeniiber der
vorhergesagten am Beispiel der Kultivierung 5. Der Fehler der Vorhersage (RMSEP) und
die Anzahl der fiir die Modellbildung verwendeten Hauptkomponenten (PCs) sind
ebenfalls angegeben. Rechts: Auftragung der offline Prozessgrofien gegen die PC
Kalibrationsdaten unter Angabe des Bestimmtheitsmafses.
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Die Vorhersagen fiir die Prozessgréfien Glutamin-, Alanin- und
Antikorperkonzentration zeigen offensichtliche Schwéchen, wobei die
Antikorperkonzentration mit einem Fehler der Vorhersage von 11,1 % noch am
Besten wiedergegeben wird. Die Trends aller drei Konzentrationsverldufe sind
zwar wieder zu finden, allerdings driften sie entweder zu Beginn (Glutamin) oder
zum Ende hin stark auseinander. Dies konnte mit einer nicht ausreichenden
Datengrundlage zusammenhéngen. Beispielsweise ist die Glutaminkonzentration
zu Beginn der Kultivierung 5 hoher als bei den Kultivierungen, die in das Modell
eingeflossenen sind. Dies konnte der Grund fiir die schlechte Korrelation der
Glutaminkonzentration am Anfang der Kultivierung sein. Das gleiche gilt fiir die
Antikorper- und Alaninkonzentrationen, bei denen die Endkonzentrationen hoher
liegen als bei den Modellkultivierungen (Vergleiche Abbildung 28). Die Probleme
in der Vorhersage der Prozessgrofien sollten durch eine bessere Datengrundlage

zu verhindern sein.

Fazit

AbschliefSend ldsst sich festhalten, dass die Erstellung von PLS1-Modellen aus
2D-Fluoreszenzspektren und damit die Vorhersage wichtiger Prozessgrofien bei
Batch-Kultivierungen von Hybridomzellen moglich sind. Prozessgrofien wie
Glukose und Laktat konnten in hoher Genauigkeit vorhergesagte werden. Die
Lebendzelldichte wies auf Grund ihres hohen offline Messfehlers einen grofieren
Fehler der Vorhersage auf, der allerdings in der gleichen Grofienordnung lag.
Damit konnte durch eine genauere bzw. hdufigere Zellzdhlung wahrscheinlich
eine Verbesserung erreicht werden. Fiir eine gute Vorhersage der Prozessgrofien
Glutamin-, Alanin- und Antikdrperkonzentration ist eine breitere Datengrundlage
notig. Allerdings zeigt die Vorhersage in Bereichen mit guter Datengrundlage
auch eine sehr gut Korrelation, was darauf hindeutet, dass dies auch in den
anderen Konzentrationsbereichen moglich wére.

Insofern konnte in dieser ersten Untersuchung gezeigt werden, dass die 2D-
Fluoreszenzspektroskopie zur Vorhersage verschiedener Prozessgrofien in der

Zellkultur sehr gut geeignet ist. Unter Berticksichtigung einer breiteren
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Datengrundlage und einer genaueren Zellzdhlung sollte diese Methode auch fiir

kompliziertere Kultivierungsmodi wie Fed-Batch oder Perfusion anwendbar sein.

4.2.1.3  Anwendung des BioView®-Sensors bei Fed-Batch-Kultivierungen

Die online Bestimmung von Prozessgroflen unter Anwendung der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie sollte nach einem erfolgreichen Einsatz bei
Kultivierungen im Batch-Modus im folgendem auch fiir den Fed-Batch-Betrieb
untersucht werden. Der Fed-Batch-Prozess ist der in der Industrie am haufigsten
fiir die Produktion von Biopharmazeutika mit Sdugetierzellen genutzte Prozess
[173]. Somit ist die Untersuchung der Anwendbarkeit des BioView®-Sensors fiir
die Vorhersage von Prozessgrofsen fiir diese Kultivierungsart aufSerordentlich
interessant. Dieser Modus konnte allerdings die Entwicklung von
chemometrischen Modellen erschweren, da bei einem solchen
Kultivierungsbetriebs verschiedene Zusédtze hinzu gegeben werden, die neben der
Kulturfluoreszenz auch den Zellmetabolismus beeinflussen.

Als Datengrundlage fiir diese Untersuchung dienten vier Fed-Batch-Kultivierung
einer Antikorper produzierenden CHO-Zelllinie, deren Daten von der Firma

Roche Diagnostics GmbH freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt wurden.

Kultivierung der CHO-Zellen im Fed-Batch-Modus

Die Fed-Batch-Kultivierungen sind in einem Edelstahl Bioreaktor mit einem
Arbeitsvolumen von 10 1 durchgefiihrt worden. Die Animpfzelldichte des
Bioreaktors lag zwischen 0,6 bis 0,8 x 10° Zellen/ml. Die Sauerstoffkonzentration
wurde iiber den gesamten Kultivierungszeitraum hinweg auf einen Wert von
etwa 30 % konstant gehalten, wohingegen sich der Parameter pH im Laufe der
Kultivierung verdanderte. Der pH-Wert lag zu Beginn der Kultivierung bei einem
Wert von 7,2, fiel dann auf bis zu 6,9 ab und stieg im Zuge der Zuftitterung bis um
zum Ende wiederum auf 7,2 an. Des Weiteren wurde am vierten Tag ein weiterer

physikalischer Parameter verdndert. Die Verdnderung dieser Parameter im
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Verlauf der Kultivierung konnten sich, zusdtzlich zur Zuftitterung, negativ auf die
PLS1-Modellbildung und somit auf die Vorhersage der einzelnen Prozessgrofien
auswirken. Beide physikalischen Parameter beeinflussen die Fluoreszenz im
Bioreaktor. Wahrend der Kultivierungen wurde die Temperatur, der pH-Wert
und die Sauerstoffkonzentration online und die Lebendzellzahl, Glukose-, Laktat-,
Produkt-, Ammonium- und LDH (Laktatdehydrogenase)-Konzentration ein- bis
zweimal taglich offline gemessen. LDH ist ein intrazelluldres Enzym, das bei einer
Zerstorung der Zellintegritdt in das Medium gelangt und im Kulturtiberstand
detektiert werden kann. Die Bestimmung der Enzymaktivitdt kann als indirekte
Bestimmungsmethode der Anzahl toter Zellen angesehen werden. Online 2D-
Fluoreszenzmessungen mit dem BioView®-Sensor erfolgten alle 15 Minuten. Eine
detaillierten Angabe {iber die Einstellungen des BioView®-Sensors sind im
Anhang Kapitel 6.1.7.1 zu finden.

Die Verldufe einer Auswahl offline gemessener Prozessgrofien aller vier
Kultivierungen ist in Abbildung 31 zusammengestellt. Die Verldufe der
Lebendzellzahlen wihrend der vier Kultivierung unterscheiden sich gravierend.
Nur die Bioreaktorldufe 17 und 19 verlaufen dhnlich, 18 und 16 zeigen
Abweichungen von bis zu 40 %. Die anderen offline gemessenen Grofien wie
Glukose-, Laktat-, Produkt- oder LDH-Konzentration zeigen unabhéngig von den
sehr heterogenen Lebendzellzahlen sehr dhnliche Verldufe. Die nahezu parallel
verlaufenden Produktkonzentrationsverldufe konnten die Modellbildung und
anschlieSende Vorhersage moglicherweise erleichtern. Bis auf ein paar wenige
abweichende Werte sind auch die LDH-Konzentrationen wiahrend der vier
Kultivierungen nahezu identisch. Schwierigkeiten sind bei der Bestimmung der
Glukose zu erwarten, da deren Konzentration auf Grund der Zufiitterung
zwischen Stunde 50 und 100 anstiegt und zwischen den Kultivierungen wiederum
unterschiedlich verlief. Eine genauere Analyse der Kultivierungsverldufe wird an

dieser Stelle nicht vorgenommen, da der Schwerpunkt der Untersuchung auf der

Modellbildung lag.
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Abbildung 31: Darstellung der offline bestimmten Daten ausgewdahlter Prozessgrofsen der
vier bei Roche durchgefiihrten Fed-Batch-Kultivierungen (Bioreaktorlauf 16 bis 19).

Modellbildung und Vorhersage der CHO-Kultivierungen

Die multivariate Datenanalyse mit PLS1-Modellbildung und anschliefSlender

Vorhersage fiir die offline gemessenen Prozessgrofien ist wiederum mit der

Software ,The Unscrambler” durchgefiihrt worden. Da die Einstellungen der

Verstiarkung am BioView®-Sensor (,,gain”) jeweils nur fiir Kultivierung 16 und 19
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sowie 17 und 18 ubereinstimmten (siehe Anhang), musste zundchst eine

Umrechnung der Fluoreszenzdaten mit der folgenden Formel durchgefiihrt

werden:

Yie ™ Yoftsa

Yik = J . G, (6)
G y ﬂo"ﬁlm
S, ;
jk

1000
ik = Neu berechnete Fluoreszenzintensitat
Yik = Gemessene Fluoreszenzintensitat
Yoffset = Offset-Wert der Fluoreszenzintensitat
Sik = Amplifier Sensivitit (,,high”)
Gik = Umzurechnende Verstarkung

Bound B1 = Koeffizienten aus ini-Datei

Trotz Anderungen von physikalischen Parametern im Laufe der Kultivierungen
sind diese Angaben nicht mit in die Modellbildung eingeflossen, da in
Voruntersuchungen kaum Unterschiede festgestellt wurden. Zudem sind die
Spektren im Gegensatz zu den Untersuchungen der Batch-Kultivierungen nicht
skaliert worden. Voruntersuchungen hatten auch hier keine grofleren
Unterschiede der RMSEPs gezeigt.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Kultivierungen und zur genaueren
Beurteilung der Giite der Vorhersagen wurden fiir die relevanten Prozessgrofien
aller vier Kultivierungen Modelle erstellt und jeweils der RMSEP aus den
Vorhersagen berechnet. In Tabelle 8 sind diese dargestellt. In der unteren Zeile
sind der mittlere Fehler der jeweiligen Prozessgrofse und in der rechten Zeile der

mittlere Fehler iiber alle Prozessgrofien der einzelnen Kultivierungen angegeben.
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Reaktor- Lebend- LDH Produkt Glukose Laktat NH4 Mittlerer

lauf zellzahl Fehler
16 9,8 9,7 13,2 11,6 24,6 23,1 12,5
17 7,8 8,2 4,2 8,5 21,9 11,5 10,8
18 16,8 11,1 10,2 27,5 26,7 15,6 13,7
19 6,1 14,8 14,6 16,0 36,3 45,0 32,5
MF 10,1 11,0 10,6 15,9 274 23,8

Tabelle 8: Modellbildung aus je 3 der 4 Fed-Batch-Kultivierungen und Vorhersage der
jeweils 4. Kultivierung ohne Einbeziehung von physikalischen Parametern. Der Fehler der
Vorhersage ist als RMSEP angegeben (MF = Mittlerer Fehler).

Zundchst fillt die Heterogenitédt in der Giite der Vorhersage der Lebendzellzahl,
LDH-, Produkt- und Glukosekonzentrationen auf. Beispielsweise schwankt der
Fehler der Vorhersage der Lebendzellzahl zwischen 6,1 und 16,8 %. Bis auf
Kultivierung 18 liefs sich die Zellzahl sehr gut vorhersagen mit RMSEPs von unter
10 %. Wie erwartet ist eine Verbesserung gegeniiber den Batch-Kultivierungen
eingetreten, da hier anstelle der manuellen Zellzdhlung mit einer
Neubauerzdhlkammer ein automatisiertes Zellzdhlgerdt (CEDEX) zum Einsatz
kam. Der offline Messfehler der CEDEX-Messung liegt bei 5 % und folglich
konnen die RMSEPs nicht unter diesem Wert liegen. Die Informationen, die fiir
eine akzeptable Vorhersage der Prozessgrofien Laktat und Ammonium notwendig
waire, sind in den Fluoreszenzdaten scheinbar nicht enthalten, was an sehr hohen
Fehlern der Vorhersage festzustellen ist. Es ist ebenfalls deutlich zu erkennen, dass
die Giite der Vorhersage mit davon abhdngt welche Kultivierungen in die
Modellbildung eingegangen sind. Dies bedeutet, dass die Qualitdt der Korrelation
der Fluoreszenzdaten zu den offline detektierten Prozessgrofien abhéangig ist von
den Daten, die in die Modellbildung einfliefen. Die insgesamt am Besten
vorhersagbare Kultivierung ist Bioreaktorlauf 17 mit einem durchschnittlichen
RMSEP von 10,8 %. Kultivierung ist in Abbildung 32 zur besseren Einschidtzung
der Qualitdt der Vorhersage im Vergleich der offline Prozessgrofien mit den

Vorhersagen graphisch dargestellt.
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Abbildung 32: Vorhersage des zeitlichen Verlaufs der offline gemessenen Prozessgrofsen

aus Kultivierung 17 basierend auf dem Ergebnis der Modellbildung mittels PLSI-

Regression aus Reaktorlauf 16, 18 und 19 im Vergleich zu den jeweils bestimmten offline
Messwerten. Darstellung der Giite der Vorhersage an Hand des RMSEPs und der Anzahl
der Hauptkomponenten.
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Die Verldufe der offline gemessenen Prozessgroffien konnten, wie die
berechneten RMSEPs schon vermuten Ilielen, in den Vorhersagen gut
wiedergegeben werden. Die Produktkonzentration liefd sich mit einem Fehler von
4,2 % am besten vorhersagen, da sich die Konzentrationen bei allen vier
Kultivierungen sehr dhnelten (vgl. Abbildung 31). Des Weiteren konnte die
Vorhersage der Glukosekonzentration den Zeitpunkt der Zufiitterung genau
wiedergeben. Dies zeigt deutlich die Funktionalitdt des BioView®-Sensors fiir die
Vorhersage auch von nicht fluoreszierenden Prozessgrofien.

Bei der Vorhersage der Lebendzellzahl ist bis zur stationdren Phase die
Vorhersage sehr gut, driftet dann aber etwas von den gemessenen Werten ab. Dies
konnte damit zusammenhdngen, dass die Zunahme an toten Zellen in der
Zellsuspension das Fluoreszenzsignal beeinflusst. Die Verwendung von 7 bzw. 10
Hauptkomponenten bei der Modellbildung fir Ammonium- und
Laktatkonzentration weisen ebenso wie die hohen RMSEPs auf eine sehr

komplexe Korrelation mit den Fluoreszenzdaten hin.

Fazit

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass durch die Erstellung von PLS1-
Modellen fast alle der Prozessgrofsen mit einem tolerierbaren Fehler aus den 2D-
Fluoreszenzspektren vorhergesagt werden konnten. Die PLS1-Modellerstellung
und Vorhersage von Prozessgrofsen fiir Fed-Batch-Kultivierungen gestaltete sich
wie erwartet als etwas komplexer und zeigten im Durchschnitt hohere Fehler der
Vorhersage als bei den Batch-Kultivierungen. Die Griinde dafiir liegen in der
Zufiitterung und der Anderung physikalischer Parameter. Der Zeitpunkt der
Zufiitterung konnte allerdings in der Vorhersage der Glukosekonzentration gut
wiedergegeben werden. Die geringsten durchschnittlichen Fehler sind fiir die
Produkt-, LDH-Konzentration und die Lebendzellzahl ermittelt worden (ca. 10-11
%). Die Laktat- und Ammoniumkonzentrationen lassen sich wahrscheinlich auf
Grund ihrer anfanglichen Zunahme und anschlieffender Abnahme nur schwer
vorhersagen. Moglicherweise konnte eine Verbesserung der Vorhersage durch die

Verwendung von zwei Modellen erzielt werden. Ein Modell koénnte den Anstieg
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der Konzentration beschreiben, das zweite Modell den Abfall der Konzentration.
Auf diese Weise wiare unter Umstdnden eine bessere Vorhersage moglich. Dies ist

in weiterfiihrenden Versuchen zu tiberprifen.

4214  Anwendung des BioView®-Sensors bei Perfusions-Kultivierungen

Der Einsatz des 2D-Fluoreszenzmessgerits fiir die online Bestimmung von
Prozessgrofsen ist bereits fiir Batch- und Fed-Batch-Kultivierungen gezeigt worden.
Die dritte in der Industrie eingesetzte Art der Kultivierung ist der Perfusions-
Modus. Die Anwendbarkeit der BioView®-Sensors auch fiir diese wesentlich
komplexere Art der Kultivierung soll im Folgenden untersucht werden. Fiir die
Untersuchung wurde eine Faktor VIII produzierende BHK-Zelllinie verwendet,
die freundlicher Weise von der Firma Bayer HealthCare (CA, USA) bereitgestellt
wurde. Ebenso konnten dankenswerterweise alle Kultivierung im Perfusions-
Modus auf dem Geldnde der Bayer HealthCare in der Abteilung Process Science

durchgefiihrt werden.

Kultivierung der BHK-Zelllinie im Perfusions-Modus

Bei den Perfusions-Kultivierungen wurde der Bioreaktor mit einer relativ hohen
Zelldichte von 0,5 bis 2 x 10¢ Zellen /ml inokuliert und in der Anfangsphase mit
einer geringen Perfusionsrate gestartet, die der Zellzahl laufend angepasst wurde.
Die Zellabtrennung erfolgte {iber einen Settler mit einer anschliefenden
Riickfiihrung der Zellen in den Bioreaktor. Das Medienvolumen, welches den
Bioreaktor durchstromt, wurde kontinuierlich mit Anstieg der Zellzahl erhoht.
Nach Erreichen der gewiinschten stationdren Zellzahl (,steady-state”) wurde
kontinuierlichen ein bestimmter Anteil an Zellen entfernt, um die Zellzahl
konstant zu halten, und die Perfusionsrate auf einem festen Wert belassen. Eine
Kontrolle der Zellzahl erfolgt tdglich, so dass gegebenenfalls der Anteil
abzufithrender Zellen angepasst werden konnte. Dieser stationdre Zustand kann

bis zu drei Monate beibehalten werden. Ein Abbruch des Prozesses erfolgt
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entweder nach der festgesetzten Zeit oder auf Grund von Verdnderungen des
Produktions- oder Proliferationsverhalten der Zellen bzw. nach Ausfall von
Gerédten mit negativem Einfluss auf die Zellen.

Ziel einer Modellierung und der Vorhersage eines solchen Prozesses ist es
kontinuierlich verschiedene Grofsen online zu bestimmen, um unerwiinschte
Abweichungen im Kultivierungsprozess schnell zu erkennen und evtl. Probleme
zu beheben. Allerdings stellt sich die Modellierung eines solchen Prozesses als
sehr schwierig dar, da wiahrend der Kultivierung kaum Verdnderungen im
Medium oder im Proliferations- und Produktionsverhalten der Zellen eintreten.
Die Datenaufnahme mit dem BioView®-Sensor sollte relativ breit aufgestellt
werden, um Unterschiede beispielsweise durch eine ausgefallene Pumpe schnell
zu erkennen. Allerdings ist diese Datengewinnung unter normalen
Prozessbedingungen sehr zeitaufwendig, da eine Kultivierung bis zu drei Monate
dauern kann.

Alternativ sind fiir diese Arbeit nur die Phasen der Anzucht der Zellen bis zum
Erreichen der stationdren Zellzahl mit dem BioView®-Sensor aufgenommen und
bis zu 5-mal tédglich dem Biorektor Proben zur offline Analyse verschiedener
Prozessgrofsen entnommen worden. Zusétzlich ist fiir jede Anzucht eine andere
Perfusionsrate gewdhlt worden. Diese Methode bietet eine breitere
Datengrundlage fiir die Medienzusammensetzung und den darauf reagierenden
Zellmetabolismus. Tabelle 9 gibt einen Uberblick iiber die Kultivierungen, deren
Zellzahlen, die CSPRs (zellspezifische Perfusionsraten) sowie die entsprechenden
den Bioreaktor durchstromenden Reaktorvolumina pro Tag. Wahrend
Kultivierung 8 ist zusétzlich ein Sauerstoffausfall, in Kultivierung 7 ein Ausfall
eines Heizelementes und ein Perfusionsausfall simuliert worden. Dies sollte fiir

eine zusdtzliche Variabilitdt der Prozessdaten fiir die Modellbildung sorgen.
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Inokulations- Maximale Zellspezifische Reaktor-
zellzahl Zellzahl Perfusionsrate  volumen
[x 106 [x 106 (CSPR) pro Tag
Zellen/ml] Zellen/ml]

1. Kultivierung 2 20 04-05 1-10

2. Kultivierung 2,6 30 0,3 08-9

3. Kultivierung 2,2 10 0,5-0,6 1,3-6

4. Kultivierung 0,6 3,2 0 0

5. Kultivierung 1,4 35 01-0,2 1-3,5

6. Kultivierung 2 18 0-01 0-1

7. Kultivierung 0,6 2 02-1,0 2-3

8. Kultivierung 0,7 20 0-05 0-2

Tabelle 9: Darstellung der acht mit BHK-Zellen durchgefiihrten Perfusionskultivierungen
mit Inokulations- und Maximalzellzahl sowie CSPR und Durchfluss an Reaktorvolumen
pro Tag.

Alle Kultivierungen sind in einem 7 1 (5 1 Arbeitsvolumen) Bioreaktor der Firma
Applikon Biotechnology durchgefithrt worden. Die zeitlichen Verldufe der
einzelnen offline gemessenen Prozessgrofien wahrend der acht Kultivierungen

sowie die Angaben zur Analytik sind detailliert im Anhang in Kapitel 6.1.9.3

wiedergegeben.
Parameter Soll-Wert
pH 6,8
Temperatur 35,5 °C
Sauerstoftkonz. (pOy) 50 %
Riithrerdrehzahl 8 min!

Tabelle 10: Geregelte physikalische Prozessgrofien fiir die BHK Perfusionskultivierungen.
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Modellierung und Vorhersage einer BHK-Kultivierung

Die Modellerstellung aus sieben der acht BHK Kultivierungen erfolgte
wiederum mit Hilfe der Software ,The Unscrambler”. Aufgrund der guten
Vorhersagbarkeit der Lebendzellzahl ist Kultivierung 2, mit Hilfe der Modelle aus
Kultivierung 1 und 3 - 8 unter Einbeziehung der online gemessenen Parameter
pH, pO: und Temperatur, fiir jede einzelne Prozessgrofie beispielhaft
vorhergesagt worden. Abbildung 33 stellt diese Vorhersagen im Vergleich mit den
offline gemessenen Prozessgrofien unter Angabe des RMSEP und der Anzahl der
Hauptkomponenten graphisch dar. Das Bestimmungsmafs sowie die Graphiken
zur Korrelation und der Kalibration sind im Anhang in Kapitel 6.1.9.3 zu finden.

Die Lebendzellzahl von Kultivierung 2 ist sehr gut unter der Verwendung von
nur 2 Hauptkomponenten (PCs) vorherzusagen. Dies ist auch in einem niedrigen
RMSEP von 3,9 % und einem hohen Bestimmungsmaf} von 0,95 zu erkennen. Eine
weitere Prozessgrofse, die gut mit Hilfe der 2D-Fluoreszenz zu bestimmen ist, ist
die Glukosekonzentration. Der RMSEP ist mit 7,5 % hier relativ gering und das
Bestimmtheitsmafs mit 0,88 ist etwas niedriger als bei der Lebendzellzahl. Das
Bestimmtheitsmafi der Grofifen Ammonium, Glutamat und LDH liegen im
gleichen Bereich nur Glutamin und Laktat weisen ein niedrigeres
Bestimmbheitsmafs auf. Diese Unterschiede sind in den Fehlern der Vorhersagen
nicht wieder zu finden. Die Trends der Konzentrationsverldufe sind zwar bei allen
Grofien wieder zu erkennen, aber die Genauigkeit der Vorhersagen ist nicht
zufrieden stellend. Eine mogliche Begriindung fiir dieses Ergebnis konnten die
Fehler der offline Analytik sein. Tabelle 11 gibt einen Uberblick iiber den
Messfehler der offline Analytik und den Fehler der Vorhersage fiir alle
gemessenen Grofien dar.

Mit Ausnahme der Zellzahl und der Ammoniumkonzentration liegen die Fehler
der Vorhersage tiber denen der offline Messungen. Wie schon zuvor bei den
Vorhersagen der Hybridomzellkultivierungen erwdhnt, konnen die Vorhersagen
nicht besser als die offline Messung sein, auf denen sie basieren. Allerdings liegen
die RMSEPs von Glutamin-, Laktat- und Glutamatkonzentration deutlich iiber den
Fehlern der offline Messungen. Somit kann dies nicht als Begrindung

herangezogen werden.
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Abbildung 33: Vorhersagen der einzelnen Prozessgrofsen der BHK Kultivierung 2 im
Vergleich zu den offline gemessenen (A: Lebendzellzahl; B: Glukosekonz.; C:
Glutaminkonz; D: Laktatkonz.; E: Ammoniumkonz.; F: Glutamatkonz.; G: LDH Konz.).
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Parameter Fehler der offline Fehler der
Messung [%] Vorhersage [%]
Lebendzellzahl 5 3,9
Glukosekonz. 2 7,5
Glutaminkonz. 4 11,1
Laktatkonz. 2 12,9
Ammoniumkonz. 6-18,5 10,1
Glutamatkonz. 2 13,2
LDH-Konzentration 5-14 23,5

Tabelle 11: Vergleich der Fehler bei der offline Messung und der Vorhersage (RMSEP)
aller Prozessgrofien (Angaben zu den Fehlern der offline Messungen stammen von Bayer
HealthCare).

Die  Modelle zur Vorhersage der Laktat, = Ammonium- und
Glutamatkonzentration nutzen zwischen 7 und 10 PCs. Dies weist auf eine
komplexe Korrelation mit den Fluoreszenzdaten hin und ist eine Erkldrung fiir die
Schwierigkeiten bei ihrer Bestimmung. Die offline Messergebnisse der
Glutamatkonzentration schwanken relativ stark. Dies konnte mit der sehr
niedrigen Konzentration (zwischen 0,2 und 0,4 mM) zusammenhdngen und deren
entsprechend schwierigen exakten Bestimmung. Die Vorhersage konnte somit
eventuell die Konzentrationen besser wiedergeben, da sie sehr viel weniger
Variation zeigt. Die LDH-Konzentration weist zwar den hochsten RMSEP auf
weist allerdings mit nur 4 PC’s auf keine besonders komplexe Korrelation
zwischen Fluoreszenz und offline Daten hin. In Abbildung 33 erkennt man
graphisch eine Parallelverschiebung der Werte. Eventuell konnte die

Einbeziehung eines konstanten Wertes (,, Offset”) die Vorhersage verbessern.
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Fazit

Die Erstellung von PLS1-Modellen aus 2D-Fluoreszenzspektren fiir einige
Prozessgrofsen von BHK-Perfusionskultivierungen fiithrte zu sehr guten
Vorhersagen fiir die Zellzahl. Die Modellerstellung und Vorhersage der weiteren
Prozessgrofsen gestaltete sich wie erwartet als komplexer als fuir die Batch-
Kultivierungen. Die Tolerierbarkeit der Fehler der Vorhersagen im Bereich bis
13,2 % ist zwar geben, aber einige Trends wiahrend der Kultivierungen sind von
den Modellen nicht erkannt worden, was auf eine schlechte Modellierung
hindeutet. Die Griinde daftir sind die schon erwédhnte Schwierigkeit der
Modellierung von Perfusionsprozessen durch geringe Konzentrationen aller zu
bestimmender Parameter (mit Ausnahme der Zellzahl) sowie die geringen
Anderungen withrend eines Prozesses. Die Zellzahl lie sich somit auch mit einem
nur geringen Fehler vorhersagen, da sie relativ stark steigt. Eventuell liefsen sich
diese Probleme durch eine noch breitere Datenbasis beheben, allerdings sind in
diese Modelle bereits 96 Datenpunkte eingeflossen und somit deutlich mehr als

bei den Batch- und Fed-Batch-Modellen.

4.2.1.5  Einfluss verschiedener Prozessparameter auf 2D- Fluoreszenzspektren

Der Perfusionsprozess der BHK-Zellen wurde neben der Aufnahme von Daten
fiur die Modellerstellung fiir weitere Experimente genutzt. Diese sollten der
Untersuchung des Einflusses physikalischer Parameter auf den Zellmetabolismus
und die 2D-Fluoreszenzspektren wahrend einer Kultivierung dienen. Neben einer
Temperaturreduktion, einer pH-Wert Verschiebung und einem Sauerstoffabfall ist
vor allem eine Verdnderung der Perfusionsrate und dadurch bedingte

Anderungen des Zellmetabolismus interessant.

Einfluss der Perfusionrate auf Fluoreszenzspektren
Die  zellspezifische = Perfusionsrate (CSPR)  bei  kontinuierlichen

Zellkultivierungen ist eine wichtige Prozessgrofie zur Gewdhrleistung einer
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durchgéngig optimalen Proliferations- und Produktionsrate. Wie bereits erwdhnt,
wird sie widhrend der Vermehrung der Zellen im Bioreaktor an die jeweilige
Zellzahl angepasst. Nach Erreichen der stationdren Zellzahl (,,steady-state”) wird
sie im Regelfall auf einem festen Wert belassen (z.B. CSPR von 0,5). Fiir diese
Untersuchung ist die Zellzahl auf ca. 18 x 106 Zellen/ml gehalten, die CSPR 2-mal
tiber jeweils fiinf Tage hinweg von 0,31 auf 0,05 reduziert und die Verdnderungen
in den 2D-Fluoreszenzspektren beobachtet worden. Zusétzlich wurden mehrmals
taglich dem Bioreaktor Proben entnommen und diese offline analysiert. Die
Ergebnisse des ersten CSPR-Reduzierungsexperiments sind in Tabelle 12 als
Zusammenfassung der offline Messungen und des Weiteren in vier 2D-
Fluoreszenzspektren (Abbildung 34) wiedergegeben. Bei den Fluoreszenzspektren
ist das Anfangsspektrum (CSPR = 0,31) von den nach folgenden Spektren bei
reduzierter CSPR abgezogen worden. Dies bewirkt eine Herausstellung der
Verdnderungen in den Spektren. Tabelle 12 gibt deutlich den Einfluss der CSPRs

auf die Nihrstoffe und Metabolite im Medium wieder.

Zeit CSPR Lebendzelldichte Glukose Glutamin Laktat LDH

[h] [106 Zelle/ml]  [g]  [mM]  [g1]  [U/]
0,0 0,31 17,5 0,66 0,97 0,65 2028
7,7 0,27 19,6 0,66 0,89 0,35 1619
242 0,19 19,0 0,59 0,41 0,69 2922
28,9 0,1 17,1 0,5 0,13 0,73 2148
32,0 0,1 18,5 0,48 0,12 0,71 1906
48,8 0,09 19,9 0,34 0,05 0,74 3234
52,4 0,05 18,0 0,26 0,0 0,76 3204
55,3 0,05 17,6 0,25 0,06 0,74 3006
73,1 0,05 17,6 0,08 0,0 0,66 4508
96,0 0,06 16,2 0,03 0,0 0,46 5500

Tabelle 12: Ergebnisse der offline Messungen von Zellzahl, Glukose-, Glutamin-, Laktat-
und LDH-Konzentration wahrend der Reduzierung der CSPR von 0,31 auf 0,05 tiber 5
Tage.
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Glukose- und Glutaminkonzentrationen nehmen kontinuierlich ab, Laktat- und
LDH-Konzentration zu. Die Verringerung der Laktatkonzentration bei den beiden
letzten Messungen weist auf eine Anderung des Zellmetabolismus hin - die Zellen
wandeln zur Energiegewinnung Laktat zu Pyruvat um, da kaum noch andere
Néhrstoffe vorhanden sind. Die LDH-Konzentration steigt insbesondere an den
beiden letzten Tagen stark an. Dies deutet darauf hin, dass vermehrt Zellen auf

Grund von Néhrstoffmangel sterben.
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Abbildung 34: Darstellung von vier 2D-Fluoreszenz-Differenzspektren berechnet aus
Fluoreszenzspektren aufgenommen wahrend der Perfusionsreduktion von 0,31 auf 0,05
CSPR. Die einzelnen Spektren sind nach 7,7 h (A), 32 h (B), 55,3 h (C), 73,1 h (D)
aufgezeichnet worden.

Die Reduzierung der CSPR ist auch gut in den 2D-Fluoreszenz-
Differenzspektren zu erkennen. Vor allem die Fluoreszenzintensitdten im Bereich
des NADHSs (Aex = 360 nm, Agm = 450 nm) und der Flavine z.B. FMN (Aex = 460 nm,
AEm = 530 nm) zeigen Verdnderungen. Niedrigere Werte sind im Bereich des

FMNs zu messen, was bedeutet, dass es zu einer Steigerung an FMNH> in den
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Zellen kommt. Dartiber hinaus ist ein Anstieg des NADH-Gehalts in den Zellen zu
beobachten. Die Intensitit dndert sich nur um etwa 200 RFI (relative
Fluoreszenzintensitdten). Dies entspricht 5 % des Gesamtintensitdtsspektrums von
4095 RFI. Da aber die Perfusionsrate alle Nahrstoff- und Metabolitkonzentrationen
beeinflusst und somit auch den Zellmetabolismus verdndert, ist zu erwarten, dass
die Anderung der Perfusionsrate auch einen Einfluss auf die multivariate

Datenanalyse hat.

Einfluss der Temperatur auf Fluoreszenzspektren

Die Temperatur ist ebenfalls eine fiir alle Zellkultivierungen wichtige
Prozessgrofie zur Gewdihrleistung einer durchgangig optimalen Proliferations-
und Produktionsrate. Die Kultivierungstemperatur von Zellen kann variiert
werden, abhdngig vom Kultivierungsmodus, sowie des Proliferations- und
Produktionsverhaltens der Zellen [174-177]. Eine Anderung der Temperatur
wihrend einer Kultivierung hat einen Einfluss auf den Metabolismus der Zellen
und dies sollte auch im 2D-Fluoreszenzspektrum sichtbar sein. Wahrend einer
BHK-Kultivierung im Perfusionsmodus ist die Temperatur von 36,5 °C auf 18 °C
fur insgesamt vier Tage abgesenkt worden. Die Fluoreszenz wurde wéahrend
dieser Zeit kontinuierlich mit dem BioView®-Sensor vermessen und die
ausgewdhlten Differenzspektren (Berechnung siehe vorheriges Kapitel) sind
in Abbildung 35 dargestellt. Die Temperaturreduktion resultierte in einer
Intensitdtsanderung von bis zu 800 RFI somit ca. 20 % des
Gesamtintensitdtsspektrums von 4095 RFI. Es ist eine Steigerung der Intensitdt im
Bereich des FMN und eine Absenkung im Bereich des NADH zu beobachten. Dies
geht einher mit der Verringerung der Lebendzellzahl von 1,6 auf 0,7 x 10°
Zellen/ml und der Viabilitat von 90 % auf 70 % wiahrend der vier Tage. Somit ist
diese Fluoreszenzinderung nur indirekt mit der Temperaturabsenkung in
Verbindung zu bringen. Ein stdrkerer Anstieg der Fluoreszenz ist vor allem im

Bereich der Proteine/ Aminosduren (ca. Aex = 300 nm, Agm = 400 nm) erkennbar.
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Abbildung 35: Darstellung von vier 2D-Fluoreszenz-Differenzspektren berechnet aus
Fluoreszenzspektren aufgenommen nach der Temperaturreduktion von 36,5 auf 18 °C.
Die einzelnen Spektren sind nach 15 h (A), 40 h (B), 64 h (C), 96 h (D) aufgezeichnet
worden.

Dies deutet auf einen starken Einfluss einer Temperaturdnderung auch auf die
multivariate Datenanalyse hin und konnte die Vorhersage mancher Parameter
erschweren. Allerdings hidngt die Intensitdtsanderung wahrscheinlich stark von
der Art und Hohe der Temperaturreduzierung oder -steigerung ab und jeder

Prozess muss individuell untersucht werden.

Einfluss des pH-Wertes auf Fluoreszenzspektren

Der optimal regulierte pH-Wert ist ein entscheidender Faktor fiir hohe
Proliferations- und Produktionsraten [175, 177]. Der optimale pH-Wert von 6,8 fiir
Kultivierung von BHK-Zellen ist bei Bayer HealthCare durch die
Prozessentwicklungsabteilung ermittelt worden. Hier zeigen die Zellen das

gewtinschte Proliferations- und Produktionsverhalten.
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Zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf den Metabolismus der
Zellen und die 2D-Fluoreszenzspektren ist dieser wdhrend einer
Perfusionskultivierung zweifach verdndert worden. Zunichst ist der pH Wert fiir
2 Tage von 6,8 auf 6,6 abgesenkt und anschlieffend fiir 2 Tage auf 7,0 erhoht
worden. Die Zellzahl wurde wéhrend dieser Experimente konstant bei 10 x 106
Zellen/ml  gehalten. Wie zuvor bei der Perfusions- wund der
Temperaturreduzierung sind auch hier die Differenzspektren analysiert worden
(Spektren hier nicht gezeigt). Die Absenkung des pH-Wertes zeigte kaum
Verdnderungen im Metabolismus oder den Fluoreszenzinensitdten (max. 160 RFI
unter 4 %). Die Steigung des pH-Wertes auf 7,0 bewirkte allerdings eine Anderung
der Fluoreszenzintensitdten im Proteinbereich von 250 RFI (6 %) und im Bereich
von NADH und FMN von etwa 40 RFI. Zudem ist ein Anstieg des
Glukoseverbrauchs und der Laktatproduktion zu beobachten (Daten nicht
gezeigt). Dies weist auf eine Umstellung des Zellmetabolismus bei pH 7,0 hin.
Eine Einflussnahme des pH-Wertes insbesondere eines Anstiegs auf die
multivariate Datenanalyse ist somit nicht auszuschliefen. Zudem sollte bei der
Entwicklung eines Zellkulturprozesses, welcher eine pH-Wertdnderung beinhaltet
sollte, darauf geachtet werden, ob eine Verdnderung des Zellmetabolismus

erwiinscht ist.

Einfluss eines Sauerstoffabfalls auf Fluoreszenzspektren

Ein Ausfall der Sauerstoffversorgung wahrend einer Zellkultivierung hat einen
massiven Einfluss auf den Zellmetabolismus und das Produktionsverhalten [90,
92, 93, 102, 106, 112, 177]. Es ist somit von Vorteil ein zweites Warnsystem
zusdtzlich zu einer Sauerstoffelektrode fiir die Feststellung eines solchen
Versagens einzusetzen. Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob
online Fluoreszenzmessungen dazu geeignet sind, einen Sauerstoffabfall zu
registrieren. Die Sauerstoffzufuhr wurde bei einer Zelldichte von 17 x 10°
Zellen/ml fiir 14 Stunden unterbrochen. Dies bedeutete einen langsamen Abfall
der Sauerstoffkonzentration tiber 4 Stunden bis auf 0 % und ein Beibehalten der

0% fiir 10 Stunden. Wie auch bei Shi et al. fiir Perfusionskultivierungen
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beschrieben, verdndert sich der Zellstoffwechsel in der Weise, dass Glukose- und
Glutaminaufnahme sowie Laktatproduktion wahrend der Sauerstofflimitierung
ansteigen (Daten nicht gezeigt) [93]. Diese Verdnderungen des Zellmetabolismus
sollten auch in den Fluoreszenzspektren sichtbar sein. Wiederum sind zur
besseren optischen Darstellung Differenzspektren erstellt worden. Anderungen
der Fluoreszenzintensitdten sind im Bereich der Proteine (200 RFI (5 %) Zu- und
Abnahme) sowie des NADHs (75 RFI (2 %) Zunahme) feststellbar. Dies sind sehr
niedrige Resultate fiir die Erstellung eines Warnsystems, aber eventuell konnten
einzelne Fluoreszenzwellenldngen spezifisch mit einem Sauerstoffabfall in
Verbindung gebracht werden. Weitere Untersuchungen in diesem Bereich sind

dazu notwenig.

In diesen Analysen konnte ein Einfluss physikalischer Parameter auf die 2D-
Fluoreszenzspektren auch bei Zellkultivierungen gezeigt werden. Mit Hilfe der
Fluoreszenzmessungen konnten zudem Verdnderungen des Zellmetabolismus
beobachtet werden. Der BioView®-Sensor kdnnte folglich fiir die Entwicklung und
Optimierung von Zellkulturprozessen eine zuséatzliche Hilfestellung bieten, indem
Verdnderungen schneller erkannt werden.

Der Einfluss, den die Parameter Perfusionsrate, Temperatur, pH-Wert und
Sauerstoffkonzentration auf die Fluoreszenzspektren haben, konnte sich auch auf
die multivariate Datenanalyse auswirken. Die Modellerstellung und Vorhersage
von Prozessen, die Anderungen dieser Parameter beinhalten, konnte sich fiir
manche Prozessparameter als schwierig erweisen. Dies konnte bereits bei der

Modellierung von Fed-Batch- im Gegensatz zu Batch-Prozessen gezeigt werden.

4.2.1.6 Fazit

Fiir eine moglichst optimale Prozessfithrung hoch komplexer Zellkulturprozesse
sind Kenntnisse sowohl tiber den aktuellen biologischen Zustand als auch {tiber
Wechselwirkungen zwischen den Zellen und der Zellumgebung wichtig. Zur

Prozessbeobachtung sind daher Messsysteme, wie der auf 2D-
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Fluoreszenzspektroskopie basierende BioView®-Sensor, sinnvoll, da sie eine
Vielzahl von biologischen, chemischen und physikalischen Bioprozessgrofien
simultan detektieren. Auf Grund der Komplexitit von Fluoreszenzdaten und
durch ihren hohen Informationsgehalt lassen sich die Verldufe von offline
Messgrofien oftmals nicht direkt mit einzelnen Fluoreszenzintensitédtsverldufen
korrelieren. Multivariate Auswerteverfahren wie die Hauptkomponentenanalyse
und die PLS-Regression nutzen das gesamte 2D-Fluoreszenzspektrum zur
Bestimmung einzelner Prozessgrofien. Dies ist auch fiir nicht fluoreszierende
Substanzen moglich, wie z. B. fiir Glukose.

In diesem Kapitel ist die Einsetzbarkeit des BioViews® fur die online
Bestimmung von Prozessparametern in der tierischen Zellkultivierung ndher
untersucht worden. Herangezogen wurden jeweils ein Batch-, ein Fed-Batch- und
ein Perfusionsprozess mit der Nutzung jeweils unterschiedlicher Kulturmedien
und Zelllinien (Hybridom, CHO, BHK). Diese breite Aufstellung der Versuche
sollte einer moglichst umfassenden Analyse der Einsatzmoglichkeiten des
BioView® -Sensors bei Zellkultivierungsprozessen dienen.

Die Ergebnisse der multivariaten = Datenanalyse haben gezeigt, dass
Modellierung und Vorhersage verschiedenster Prozessparameter bei allen drei
Kultivierungsmodi moglich ist. Bei einem Vergleich der drei verschiedenen Modi
erwies sich der Batch-Modus, als der am einfachsten zu modellierende und
vorherzusagende Prozess. Die Vorhersage der Prozessgrofien fiir den Fed-Batch-
und insbesondere fiir den Perfusions-Modus stellte sich dagegen als schwieriger
heraus.

Der Batch-Modus zeigte die besten Ergebnisse, da zum einen keine
physikalischen Parameter verdndert wurden und zum anderen hohe
Konzentrationsdnderungen der Prozessgroflen widhrend der Kultivierung zu
beobachten sind. Des Weiteren sind die Zellen widhrend der Kultivierung
unterschiedlichen Nahrstoff- und Metabolitkonzentrationen ausgesetzt, welche
den Zellmetabolismus beeinflussen. Diese Zellstoffwechseldnderungen konnten
bei der Modellerstellung indirekt auf die Konzentrationen auch nicht-
fluoreszenzierender Prozessgrofien hinweisen. Im Fed-Batch-Modus sind die

Zellen zwar auch unterschiedlichen Nahrstoff- und Metabolitkonzentrationen
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ausgesetzt, allerdings ist die Gesamtfluoreszenz durch die Verdnderung einiger
physikalischer Parameter (Temperatur und pH) beeinflusst worden. Dartiiber
hinaus konnte auch die Datengewinnung mit zwei verschiedenen
Verstarkungseinstellungen die  Modellerstellung erschwert haben. Die
Schwierigkeiten bei der Modellerstellung und Vorhersage des Perfusions-Modus
erkldaren sich aus der gering konzentrierten Medienzusammensetzung und einer
minimalen Zellmetabolismusdnderung. Deren Einfluss sollte zwar durch
Perfusionsratendnderungen bei den verschiedenen Kultivierungen reduziert
werden, konnte aber anscheinend nicht vollstandig aufgehoben werden.

Eine im Anschluss durchgefiihrte Untersuchung tber den Einfluss
physikalischer Parameter auf die 2D-Fluoreszenzspektren und die damit
moglicherweise einhergehende die multivariate Datenanalyse, zeigte deutlich
deren Wirkung auf den Zellstoffwechsel und somit auch eventuell auf die
Modellbildung. Dies konnte eine Bestdtigung fiir die Probleme bei der
Modellierung des Fed-Batch-Prozesses sein.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es moglich ist, viele
Prozessparameter von Batch-, Fed-Batch- und Perfusionsprozesse vorherzusagen,
allerdings mit zunehmender Schwierigkeit. Eine breitere Datengrundlage, als im
zeitlichen Rahmen dieser Arbeit gewdhrleistet werden konnte, wiirde die
Modellbildung und Vorhersage einiger Prozessgrofien akkurater darstellen und
einen geringeren Fehler (RMSEP) aufweisen. Allerdings ist die Information tiber
einige Prozessgrofien nicht in den Fluoreszenzspektren enthalten und auch die
Gewinnung von weiteren Daten wiirde die Modellbildung nicht verbessern
konnen. Ein idealer Einsatzort fiir den BioView®-Sensor wiren standardisierte
Prozesse wie die Produktion von pharmazeutischen Proteinen, da hier die
Kultivierungen stets unter den gleichen Bedingungen ablaufen und somit die
Vorhersagen der Prozessparameter mit jeder durchgefiihrten und ins Modell
einbezogenen Kultivierung immer genauer werden sollten. In der
Prozessentwicklung konnte der BioView®-Sensor zur schnellen Bestimmung von
Zellstoffwechseldnderungen bzw. im Fall fluoreszierender Produkte zur direkten

Konzentrationsermittlung von Nutzen sein.
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4.2.2 Einsatz des insitu OUR Sensors fiir Zellkulturprozesse

Die Sauerstoffaufnahmerate von tierischen Zellen in Bioreaktoren kann, wie in
der Theorie ausfiihrlich beschrieben, mit verschiedenen Methoden bestimmt
werden. In dieser Arbeit ist die Funktionalitdt des von Dr. Klaus Joeris (Bayer
HealthCare) in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Technische Chemie der
Leibniz Universitdt Hannover entwickelten neuen insitu OUR Sensors untersucht
worden. Dafiir konnten freundlicherweise BHK-Zellkultivierungen im
Perfusionsmodus bei Bayer HealthCare durchgefiihrt werden. Bisher musste die
Bestimmung dieser Grofie entweder aufserhalb des Bioreaktors vorgenommen
oder unter Installation einer aufwendigen Abgasanalytik durchgefiihrt werden.
Die Bestimmung der OUR der Zellen tiiber die Abgasanalytik ist bei
Perfusionkultivierungen durch kontinuierliche Zu- und Abfuhr von Medium
besonders schwierig. Der insitu OUR Sensor ist somit ein grofier Fortschritt in der
sicheren und schnellen Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate bei Sdugerzellen.
Es konnen frithzeitig Verdnderungen im Zellstoffwechsel erkannt wund
entsprechend schnell reagiert werden, was wiederum eine Zeit- und

Kostenersparnis in der Produktion von pharmazeutischen Proteinen bedeutet.

4.2.2.1 Aufbau des insitu OUR Sensors

Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate der Zellen mittels des insitu OUR
Sensors beruht auf der dynamischen Methode. Der Aufbau des Sensors ist in
Abbildung 36 in Einzelteilen mit Reaktionsgefdfs, Probeneinsatz und
oszillierendem Sensorkopf und in Abbildung 37 vollstandig zusammengesetzt

dargestellt.
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Oszllierender Senst

Abbildung 36: Einzelteile des insitu OUR Sensors mit Motor, Reaktionsgefafs,

Probeneinsatz und oszillierendem Sensorkopf.

Abbildung 37: Vollstandig aufgebauter insitu OUR Sensor mit geschlossener (oben links

kleines Bild) und gesffneter Probenkammer.

Der Sensor besitzt zwei Motoren: einen fiir das Offnen und Schliefen der
Probenkammer und einen fiir die oszillierende Bewegung des Sensorkopfes zum
Mischen der Probe wiahrend der Messung. Eine graphische Darstellung der
Funktionsweise ist in Abbildung 38 zu finden. Bei getffneter Probenkammer dient
der Sensor als zusdtzlicher Sauerstoffsensor im Bioreaktor. Das Schlieffen der
Probenkammer startet die OUR-Messung, da die Zellen im Inneren von der

Sauerstoffzufuhr abgetrennt sind.
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Abbildung 38: Darstellung der Funktionsweise des insitu OUR Sensors. A zeigt das
Durchstrémen der Kultursuspension bei getffneter Probenkammer mit gleichzeitiger
Sauerstoffmessung. B die oszillierende Bewegung des Sensorkopfes bei geschlossener

Probenkammer wahrend der OUR Messung.

Uber den Abfall der Sauerstoffkonzentration wird anschliefend wie in der
Theorie beschrieben der OUR berechnet. Die Bedienung des insitu OUR Sensors
erfolgt tiber ein in Labview 7.1 geschriebenes Programm (National Instruments).
Eingestellt werden kann die Geschwindigkeit, der Winkel und die Frequenz der
oszillierenden Bewegung sowie das Starten und Stoppen der Messung. Das Signal
des Sauerstoffsensors ist in die Prozesskontrollsoftware FermWorks (JoVa
Solutions) integriert. In Abbildung 39 ist ein Screenshot der Bedienoberfldche
wiedergegeben. Das insitu OUR Programm entnimmt zusédtzlich zu den
Informationen tiiber Sauerstoffkonzentration auch die der Lebendzelldichte dem
FermWorks Programm und kann somit kontinuierlich die OUR ermitteln.

Der Sensor nutzt einen fluoreszenzbasierten optischen Sauerstoffsensor der
Firma Presens (Fibox 3, Presens GmbH). Ein Ru(Il)-Komplex als Sauerstoff
sensitiver Farbstoff ist in einer Silikonmatrix auf einem Quarzglas befestigt
worden (Spezialanfertigung der Firma Presens). Dieses Glas ist an der Spitze des
Sensors befestigt. Dieses Design trennt den Sensor von der optischen Faser und

macht so ein Autoklavieren moglich.



Experimenteller Teil und Ergebnisse 99

() Bayer HealthCare
Biological Products Divisien

st moditiad, | ngygg‘aggga;r

Expetiment

Bioreactor

I

Almy (53T

Dataset 2 |53.7
e 1“ ran

Oseillte Current % |60 @

Startup Currert % |50 K, B

%“Mﬂeﬁ% 30 @ N o . "
’S}QW QI_KEQE‘%Q I5 @ ot s 0 - Pos. 3- e 2 _EIEEIZEH 01000085

Abbildung 39: Bedienoberfliche des Programms zur Bedienung des insitu OUR Sensors
geschrieben in Labview 7.1. Einzustellen sind die Geschwindigkeit, der Winkel und die
Frequenz der oszillierenden Bewegung sowie das Starten und Stoppen der Messung.

4.2.2.2 Funktionalitidtsuntersuchung des insitu OUR Sensors

Die Funktionalitdt des insitu OUR Sensors ist wahrend der Kultivierung von
BHK-Zellen im Perfusionsmodus bei Bayer HealthCare untersucht worden. Fiir
die Kultivierungen ist ein 7 1 (5 1 Arbeitsvolumen) Bioreaktor der Firma Applikon
Biotechnology genutzt worden, welcher von einer DCU3 und FermWorks
gesteuert wird. Die Sauerstoffkonzentration ist bei allen Kultivierungen
durchgangig auf einen Wert von 50 % reguliert worden. Da eine gleich bleibende
Zelldichte, wie bei Perfusionskultivierungen {iblich, fiir diese Experimente nicht
erwiinscht war, ist die Sauerstoffaufnahmerate der Zellen wihrend der
Kultivierungen zu den BioView®-Sensor Messungen aufgenommen worden. Die
Sauerstoffaufnahmerate der BHK-Zellen konnte somit fiir Zellkonzentrationen
von 2 bis 30 x 10¢ Zellen/ ml bestimmt werden.

Beispielhaft ist in Abbildung 40 ein Screenshot der Nutzeroberfldche der
Prozesssteuerung wéahrend einer Kultivierung mit insitu OUR Messung gezeigt.

Es zeigt die kontinuierliche Sauerstoffmessung des insitu OUR Sensors (hellblau),
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die berechnete OUR fiir jeden Zyklus (gelb) sowie die Sauerstoffmessung mit dem

polarographischen Sensor (dunkelblau).
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Abbildung 40: Screenshot der Prozesssteuerung mit kontinuierlicher Sauerstoffmessung
des insitu OUR Sensors (hellblau), berechneter OUR fiir jeden Zyklus (gelb) und
Sauerstoffmessung mit dem polarographischen Sensor (dunkelblau).

Gut zu erkennen ist die Sauerstoffkonzentration in Abhédngigkeit vom
zyklischen Offnen und Schielen der Probenkammer. Die Dauer eines Messzyklus
hingt von der Zellkonzentration ab und betrdgt hier etwa 10 Minuten. Fiir die
Funktionalitdtsuntersuchung war zundchst interessant, ob der Abfall der
Sauerstoffkonzentration wéahrend der insitu OUR Messung auch durch die
Zellzahl beeinflusst wird. Da dem Bioreaktor nur 3- bis 5-mal pro Tag Proben fiir
die Zellzahlbestimmung entnommen wurden, ist die automatische Berechnung
der OURs meist ungenau. Die Lebendzellzahl steigt zwischen den Probenahmen
an und verfilscht dann die OUR Berechung, da sie auf zu geringen Zellzahlen
bezogen wird. Dieses Problem ist in Abbildung 41 als Screenshot wiedergegeben.
Die OURs sinken nach der Eingabe der aktuellen Zellzahl wieder auf ihren
wahren Wert ab. Bei einer kontinuierlichen Zunahme der Zellzahl im Bioreaktor
konnen daher nur OURs, die unmittelbar nach einer Zellzdhlung gewonnen
wurden, als korrekt angesehen werden. Aus diesem Grund wurden nachfolgend

nur diese verwendet.
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Abbildung 41: Darstellung eines Screenshots der Prozesssteuerung zur fehlerhaften
Wiedergabe der berechneten OURs zwischen zwei offline bestimmten Lebendzellzahlen.

Zunidchst sollte eine Korrelation der Lebendzellzahlen mit dem Abfall der
Sauerstoffkonzentration in %/s fiir die OUR Bestimmung zeigen, ob eine
Veranderung mit dem insitu OUR zu messen ist. Wie in Abbildung 42 dargestellt,
steigt, wie erwartet, mit steigender Zellzahl auch die Geschwindigkeit des
Sauerstoffkonzentrationsabfalls, d.h. der Sauerstoff innerhalb der Probenkammer
wird schneller verbraucht. Zudem ist eine relativ breite Streuung der Messwerte
festzustellen.

Die aus diesem Abfall der Sauerstoffkonzentration berechneten OURs in
Korrelation zur Lebendzellzahl werden durch Abbildung 43 wiedergegeben. Zur
Verifizierung der insitu vermessenen OURs erfolgten zu verschiedenen
Zeitpunkten und Zellkonzentrationen offline OUR Messungen mit Hilfe des YSI
5300 A. Dieses Gerdt verwendet ebenfalls die dynamische Methode zur
Berechnung des OUR, nur wird dafiir jeweils eine Probe aus dem Bioreaktor
entnommen. Sowohl fiir die insitu OURs als auch die offline OURs ist eine breite
Streuung der Messergebnisse erfasst worden. Sie liegen zwischen ca. 2,5 und

7 pmol/Zelle/Tag fiir verschiedene Zellzahlen.
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Abbildung 42: Auftragung der Lebendzellzahl gegen das Sauerstoffkonzentrationsgefille
gemessen vom insitu OUR Sensor wiahrend aller BHK-Kultivierungen.

In der Literatur sind zwar Sauerstoffaufnahmeraten von 0,02 bis
0,51 pmol/Zelle/ Tag angegeben (siehe Grundlagen Kapitel 3.3.2.1), aber da beide
vergleichenden Messungen dieselben hohen Werte und Streuung aufweisen, kann

davon ausgegangen werden, dass es sich nicht um Messfehler handelt.
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Abbildung 43: Messergebnisse des insitu OUR Sensors und des offline messenden YSI
5300 A aller BHK-Zellkultivierungen.
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Folglich kann festgehalten werden, dass der insitu OUR Sensor eine schnelle
und zuverldssige Methode zur Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate von
Zellen darstellt.

Zur Untersuchung in wie weit physikalische Verdanderungen im Bioreaktor die
Sauerstoffaufnahmerate der Zellen beeinflussen, ist die Temperatur fiir vier Tage
von 36,5°C auf 18°C abgesenkt worden. In Abbildung 44 ist deutlich mit der
Absenkung der Temperatur (griin) im gleichen Mafie die Verringerung des OUR
(gelb) festzustellen. Sofort nach dem Wiederanstieg der Temperatur steigt auch

der Sauerstoffverbrauch der Zellen wieder an.
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Abbildung 44: Screenshot von der Nutzeroberfldche der Prozesssteuerung wahrend der
Absenkung der Temperatur (griin) von 36,5 auf 18°C im Bioreaktor. Die OUR (gelb) fallt
auf fast 0 pmol/Zelle/Tag ab. Erst mit dem Anstieg der Temperatur nach vier Tagen
steigt auch die OUR wieder.

Fazit

Die Funktionalitdtsuntersuchungen zeigen, dass der insitu OUR Sensor gut zur
kontinuierlich Beobachtung des Zellmetabolismus im Bioreaktor geeignet ist, und
somit wihrend der Prozessentwicklung zur Produktion von pharmazeutisch
nutzbaren Proteinen mit tierischen Zellen gut einsetzbar wére. Insbesondere bei
Perfusionsprozessen mit einer iiber lange Zeitrdume konstanten Zellzahl ist dies

interessant. Aber auch bei Batch- und Fed-Batch-Kultivierungen konnte der Einsatz
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des insitu OUR Sensors Zeit und Kosten sparen, da eine externe Messung des
OUR mit arbeitsintensiver Probenahme und Bestimmung mit Hilfe des YSI 5300 A
vermieden wiirde. Dartiber hinaus kann der insitu OUR Sensor neben einer
polarographischen Sonde als zusédtzlicher Sauerstoffsensor dienen und so die
Sicherheit der Sauerstoffkontrolle im Bioreaktor erhohen. Da fiir diese
Untersuchungen der Sensor iiber 2 Monate durchgéngig im Bioreaktor verblieben
ist und keine Verdnderungen der Messergebnisse {iiber diesen Zeitraum
festgestellt werden konnten, kann auch die Langzeitstabilitidt des Sensors bestétigt

werden.
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4.3  Zusammenfassung und Ausblick

Die kosten- und zeiteffiziente Produktion pharmazeutisch relevanter Proteine
mit Sdugetierzellen erfordert eine Vielzahl von Optimierungsschritten. Vor dem
Hintergrund der seit 1996 stark gestiegenen Nachfrage ist dies besonders
entscheidend. Die Optimierung beginnt bei der Entwicklung der geeigneten
Zelllinien, die unter anderem ein schnelles Wachstum, keine chromosomale
Instabilitdt, grofse Robustheit gegen Scherkrdfte und eine gute Produktivitit
zeigen sollten [18, 19, 23, 24]. Neben der Medienentwicklung ist auch die
Prozessfiihrung im Bioreaktor ein weiteres wichtiges Thema. Die Kultivierung
sollte optimal tiberwacht und kontrolliert werden, um eventuelle Zeit- und
Produktverluste zu vermeiden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zwei
bedeutenden Gebiete der Zellproduktivitit und der online Uberwachung im
Bioreaktor genauer untersucht. Diese werden im Folgenden thematisch gegliedert
zusammenfassend dargestellt sowie ein Ausblick fiir weiterfithrende

Untersuchungen aufgezeigt.

Optimierung der Produktivitit von Zellpopulationen

Die Produktivitdt von Zellpopulationen sollte durch Sortierung der Zellen mit
Hilfe eines FACS gesteigert werden. Zur Charakterisierung der Zellen ist eine
Fluoreszenzfarbung notwendig, die von ihrem Produktionsverhalten abhingt.
Eine in der Literatur beschriebenen Affinitdtsmatrixfirbemethode ist dazu
erfolgreich auf ihre Funktionalitdt zundchst im Protein-Microarray-Format und
anschlieflend an der Zellmembran der zu sortierenden Hybridomzellen IV F 19.23
untersucht worden [65]. Die anschliefSende vierfache Zellsortierung mittels eines
FACS zeigte zudem die gute Einsetzbarkeit der Methode fir die
Produktivitdtssteigerung  einer  Zellpopulation. Die  Produktivitdit der
Zellpopulation konnte nach vier ,bulk”-Sortierungen um 125 % gesteigert werden.
Da wihrend der Sortierungen die 10 bzw. 20 % der am stdrksten durch die
Affinitatsmatrix eingefdrbten Zellen isoliert worden sind, kdnnte eine weitere

Reduzierung der auszusortierenden Zellen moglicherweise — grofiere
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Produktivitadtssteigerungen herbeifiihren. Eine zusitzliche Einzelzellsortierung in
96-Lochplatten konnte die Suche nach einem einzelnen stark produzierenden
Zellklon auf wenige Lochplatten einschranken.

Die Modifizierung der Affinitdtsmatrixmethode mit dem Austausch des
biotinylierten Antikdrpers gegen biotinyliertes Protein A fiir die Anwendung auf
HKB-11 Zellen zeigte zundchst bei der Funktionalitdtsuntersuchung viel
versprechende Ergebnisse. Die Auftragung der Matrix auf Protein-Microarrays
zeigte deutlich positive Signale und deutete auf eine Anwendbarkeit der Fiarbung
an der Zellmembran hin. Eine vollstandige Bindung der Matrix auf HKB-11
Zelloberfldchen ist in weiteren Analysen leider bisher nicht gelungen. Ursachen
konnten einerseits die unterschiedlichen Farbemethoden von Protein-Microarrays
und Zellen sein oder andererseits die zu geringen Konzentrationen einiger
Inhaltsstoffe. Ein Aufbau der Matrix an der Zelloberfldche kénnte zwar trotz der
geringen  Konzentrationen einiger Inhaltsstoffe  gelingen, aber das
Fluoreszenzsignal konnte dann moglicherweise von dem der unspezifischen
Bindungen {iberdeckt werden. Alternativ konnte die Oberfliche der Zellen
eventuell die Bindung von Avidin an das Biotin erschweren oder eine
Konformationsanderung des Protein A an der Zelloberfliche bewirken und
dadurch eine Bindung des Fc-Fragments verhindern. Eine weitere Erkldarung
konnte die Bindung des FITC gelabelten Antikorpers an Fc-Rezeptoren der HKB-
11 Zellmembran sein [163]. Dies konnte durch den Einsatz einer anderen Spezies
oder Isotyps des Antikorpers verhindert oder zumindest reduziert werden. Des
Weiteren konnte eine Zugabe eines hohen Uberschusses von unspezifischen,
nichtmarkierten Immunglobulinen derselben Spezies die Fc-Rezeptoren
blockieren. Weiterfithrende Untersuchungen sollten diese Punkte berticksichtigen
und konnten dann moglicherweise zur erfolgreichen Affinitatsmatrixfarbung auch

auf Zellmembranen fithren und eine Sortierung der Zellen ermoglichen.
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Optimierung von Bioprozessen
2D-Fluoreszenzspektroskopie

Die 2D-Fluoreszenzspektroskopie Dbietet die Moglichkeit zur online
Prozessbeobachtung mit dem Vorteil, nicht-invasive Messungen insitu
durchzufiihren und innerhalb einer relativ kurzen Messzeit vielfdltige
Informationen tiiber den aktuellen Stand des Prozesses zu erhalten. Insbesondere
tiir eine moglichst optimale Prozessfithrung hoch komplexer Zellkulturprozesse
ist der Einsatz des auf der 2D-Fluoreszenzspektroskopie basierenden BioView®-
Sensors sinnvoll. Es werden wichtige Erkenntnisse sowohl iiber den aktuellen
biologischen Zustand als auch tiber Wechselwirkungen zwischen den Zellen und
der Zellumgebung erhalten, da eine Vielzahl von biologischen, chemischen und
physikalischen Bioprozessgrofien simultan detektiert werden. Multivariate
Auswerteverfahren, wie die Hauptkomponentenanalyse und PLS-Regression, sind
essentiell, da sich auf Grund der Komplexitdt von Fluoreszenzdaten durch ihren
hohen Informationsgehalt die Verldufe von offline Messgrofien oftmals nicht
direkt mit einzelnen Fluoreszenzintensitdtsverldufen korrelieren lassen. Zudem
nutzen sie das gesamte 2D-Fluoreszenzspektrum auch zur Bestimmung einzelner
nicht fluoreszierender Prozessgrofien, wie z. B. Glukose.

Im Rahmen der Arbeit ist die Einsetzbarkeit des BioView®-Sensors fiir die online
Bestimmung von Prozessparametern fiir jeweils einen Batch-, Fed-Batch- und
Perfusionsprozess in der tierischen Zellkultivierung nédher untersucht worden.
Verwendung fanden jeweils unterschiedliche Kulturmedien und Zelllinien
(Hybridom, CHO, BHK). Diese Vielseitigkeit der Versuche diente einer moglichst
umfassenden  Analyse der Einsatzmoglichkeiten des  Sensors  bei
Zellkultivierungen.

Die multivariaten Datenanalyse zeigte, dass Modellierung und Vorhersage
verschiedenster Prozessparameter bei allen drei Kultivierungsmodi moglich ist.
Allerdings erwies sich der Batch-Modus, wie erwartet, als der am einfachsten zu
modellierende und vorherzusagende Prozess. Die Griinde dafiir liegen in der
Simplizitdit der Prozesse, d.h. starke Konzentrationsinderungen durch die
Zellproliferation, keine Zugabe zur oder Abnahme aus der Kultursuspension

sowie keine Anderungen physikalischer Parameter wiahrend des Prozesses. Der
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Zellmetabolismus reagiert somit nur in Bezug auf die unterschiedlichen Nahrstoff-
und Metabolitkonzentrationen. Diese Anderungen des Zellstoffwechsels kénnten
bei der Modellerstellung indirekt auf die Konzentrationen auch nicht-
fluoreszenzierender Prozessgrofsen hinweisen.

Die Vorhersage der Prozessparameter fiir den Fed-Batch- und insbesondere den
Perfusions-Modus wiesen dagegen mehr Schwierigkeiten auf. Die Vorhersage der
Prozessgrofien Lebendzellzahl, Produkt-, LDH- und Glukosekonzentration zeigte
im Fed-Batch-Modus zwar bei einigen Kultivierungen gute Ergebnisse, waren aber
im Vergleich der vier Kultivierungen in ihren Ergebnissen sehr heterogen. Die
Informationen tiber Laktat- und Ammoniumkonzentration konnten aus den 2D-
Fluoreszenzspektren nur sehr schlecht ermittelt werden. Eine nahe liegende
Begriindung ist die Zuftitterung widhrend der Kultivierung, ein wichtiger
Unterschied zum Batch-Prozess. Aber auch die Anderung einiger physikalischer
Parameter wéahrend der Fed-Batch-Kultivierungen, wie Temperatur und pH,
konnten die chemometrischen Datenauswertung negativ beeinflusst haben.
Dariiber hinaus konnte auch die Datengewinnung mit zwei verschiedenen
Verstarkungseinstellungen die Modellerstellung erschwert haben.

Die PLS1-Modellerstellung und Vorhersage fiir den Perfusions-Modus erwies
sich auf Grund seiner gering konzentrierten Medienzusammensetzung und
minimalen Zellmetabolismusdnderung, wie erwartet, als problematisch. Dessen
ungeachtet ist eine sehr gute Vorhersage der Lebendzellzahl gelungen (RMSEP
von 3,9 %). Die Konzentrationen von Glukose, Laktat, Ammonium und Glutamat
zeigten eine dhnliche Vorhersagbarkeit wie die bei den Fed-Batch-Kultivierungen,
allerdings sind im Gegensatz dazu zum Teil bestimmte Verldufe von den
Modellen nicht erkannt worden.

Im Perfusionsmodus sind des Weiteren Untersuchung tiber den Einfluss
physikalischer Parameter auf die 2D-Fluoreszenzspektren durchgefiihrt worden,
welche moglicherweise die multivariate Datenanalyse beeinflussen konnten.
Deutlich ist dabei ein Einfluss auf den Zellstoffwechsel bestitigt worden. Dies
konnte eine Erkldarung fiir die Modellierungsprobleme des Fed-Batch-Prozesses

sein.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es moglich ist, viele
Prozessparameter von Batch-, Fed-Batch- und Perfusionsprozesse vorherzusagen,
allerdings mit zunehmender Schwierigkeit. Eine PLS1-Modellbildung und
Vorhersage hoherer Giite wire durch eine breitere Datengrundlage, als sie im
zeitlichen Rahmen dieser Arbeit gewdhrleistet werden konnte, zu erzielen. Eine
Untersuchung weiterer Auswerteverfahren, wie neuronaler Netze, konnten eine
Verbesserungen fiir Fed-Batch- oder Perfusionsprozesse bewirken. Ein idealer
Einsatzort fiir den BioView®-Sensor wiren standardisierte Produktionsprozesse
von pharmazeutischen Proteinen, da hier die Kultivierungen stets unter den
gleichen Bedingungen ablaufen und somit die Vorhersagen der -einiger
Prozessgrofsen mit jeder durchgefithrten und ins Modell einbezogenen

Kultivierung immer akkurater werden sollten.

Insitu OUR Sensor

Der von Dr. Klaus Joeris von Bayer HealthCare in Zusammenarbeit mit dem
Institut fiir Technische Chemie neu entwickelte insitu OUR Sensor ist im Rahmen
dieser ~ Arbeit auf seine Funktionalitit zur online Messung der
Sauerstoffaufnahmerate untersucht worden. Die Kenntnis der
Sauerstoffaufnahmerate von Zellen ist essentiell fiir eine Beobachtung des
Zellmetabolismus im Bioreaktor und kénnte wahrend der Prozessentwicklung zur
Produktion von pharmazeutisch nutzbaren Proteinen mit tierischen Zellen gut
einsetzbar sein. Uber zwei Monate hinweg sind erfolgreich OUR Messungen
wiahrend Perfusionskultivierungen von BHK Zellen durchgefiihrt worden. Die
Sauerstoffaufnahmeraten zeigten eine gute Korrelation zu den offline gemessenen
Werten. Insbesondere fiir Perfusionsprozesse mit einer iiber lange Zeitrdume
konstanten Zellzahl ist diese online Messung interessant. Der Einsatz des insitu
OUR Sensors spart aber auch Zeit und Kosten bei Batch- und Fed-Batch-
Kultivierungen, da eine externe Messung des OUR mit arbeitsintensiver
Probenahme und Bestimmung mit Hilfe des YSI 5300 A vermieden werden kann.
Dariiber hinaus kann der insitu OUR Sensor neben einer polarographischen Sonde
als zusdtzlicher Sauerstoffsensor dienen und so die Sicherheit der

Sauerstoffkontrolle im Bioreaktor erhdhen.
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6 Anhang

6.1 Methoden

6.1.1 Kulturmedien und Puffer

Kulturmedien fiir Hybridomzelllinie IV F 19.23
Serumfrei: Hybridoma-SFM mit minimalen Proteingehalt (Gibco, Osterreich) und

1 % Penicilin/Streptomycin (PAA, Osterreich)

Kulturmedium fiir HKB-11 Zelllinie
DMEM mit 5 % FCS (PAA, Osterreich) und 1 % Penicilin/Streptomycin (PAA,

Osterreich)

Phosphate Buffered Saline (PBS)
140 mM NaCl

27 mM KCl

7,2 mM NaHPO4

14,7 mM KH3POq4

Eingestellt auf pH =74

OPA-Reagenz

270 mg Ortho-Phtaldialdehyd (Opa) werden in 5 mL Ethanol aufgelost. 200 pL
Mercaptoethanol (MCE) werden zugefiigt und mit 0,4 M Boratpuffer (12,36 g
Borsdure/500 mL) pH 9,5 auf 50 mL aufgefiillt.
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6.1.2 Eingesetzte Zelllinien

Hybridomzelllinie IV F 19.23

Die murine-Hybridomzelllinie wurde von Schmieding et al. entwickelt und 2005
an das Institut fiir Technische Chemie weitergegeben [6]. Die Hybridomzellen,
welche IgG 1 gegen Penicillin G Amidase aus E.coli ATCC 11105 produzieren, sind
nach Immunisierung von Balb/c-Mé&dusen mit gereinigter Penicillin Amidase aus
der Fusion der Milzzellen mit PAI/O Myelomzellen hervorgegangen. Nach einer
Adaption der Zelllinie von serumhaltigen an serumfreie
Kultivierungsbedingungen, wird sie nun standardmafiig in serumfreiem Medium
(Hybridoma-SFM) der Firma Gibco™ (Osterreich) in Suspension kultiviert [178].
Die Kultivierung der Zellen erfolgt tiblicherweise in 250 ml Spinnerflaschen befiillt
mit 100 ml Zellsuspension. Diese werden in Inkubatoren mit 37°C und 5% COz
platziert und bei etwa 20 rpm geriihrt. Eine Passage der Zellen erfolgt alle 2 Tage,

um ein exponentielles Wachstum beizubehalten.

HKB-11 Zelllinie

Die Hybrid-Zelllinie HKB-11, welche von der Firma Bayer HealthCare zur
Verftigung gestellt wurde, wurde aus der Fusion von menschlichen Nieren- und
B-Zellen von Cho et al. bei Bayer HealthCare, USA hergestellt [124, 159]. Die
Zelllinie produziert Fc-Fragmente von humanem IgG und ist semi-adhdrent

wachsend, d.h. sie kann sowohl adhdrent als auch suspendiert kultiviert werden.

BHK Zelllinie

Die rekombinante BHK Zelllinie, die fiir die Messungen bei der Firma Bayer
HealthCare eingesetzt wurde, produziert den Blutgerinnungsfaktor VIII und wird in
Suspension kultiviert. Genauere Angaben zu dieser Zelllinie konnen an dieser Stelle

auf Grund der Geheimhaltung nicht gemacht werden.

CHO-Zellinie
Die rekombinante CHO-Zelllinie, die fiir die Messungen bei der Firma Roche

Diagnostik GmbH eingesetzt wurde, produziert einen Antikérper und wird in
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Suspension kultiviert. Genauere Angaben zu dieser Zelllinie konnen an dieser Stelle

auf Grund der Geheimhaltung nicht gemacht werden.

6.1.3 Zellkultivierung

Auftauen von Sdugerzellen

Saugerzellen konnen bei -196 °C in fliissigen Stickstoff tiber einen langeren
Zeitraum in Kryogefdfsen gelagert werden. Zum Ankultivieren werden die
Kryogefdfien in einem 37 °C warmen Wasserbad schnell aufgetaut bis nur noch
ein kleiner Eisklumpen in der Zellsuspension vorhanden ist. Diese wird
anschliefiend in ein mit 37 °C warmem Medium gefiilltes Zellkulturgefafs (z.B. T-
Flasche, Spinnerflasche) tiberfiihrt. Am darauf folgenden Tag werden die Zellen in
frisches Medium umgesetzt. Dazu wird die Zellsuspension bei 400 ¢ 5 min
zentrifugiert und das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Dies dient

dem Entfernen des zytotoxischen DMSO (Dimethylsulfoxid).

Kultivieren von Sdugerzellen

Die Kultivierung der Suspensionszellen in T-Flaschen und Spinnerflaschen
erfolgt in 37 °C warmen Inkubatoren, die eine hohe Luftfeuchtigkeit sowie eine
5% CO2 Atmosphdre bereitstellen. Die Spinnerflaschen werden fiir die
Kultivierung von Suspensionszellen eingesetzt, da hier die Zellen mittels eines
Riihrers in Losung gehalten und dadurch auch optimal mit Nahrstoffen versorgt
werden. T-Flaschen und verschiedene Lochplatten haben geeignete Oberfldchen
tur die Zelladhdsion und werden daher vorwiegend fiir die Kultivierung von
adhédrenten Zellen verwendet.

T-Flaschen werden bei Suspensionszellen nur in Ausnahmefillen eingesetzt z.B.
bei einer zu geringen Zelldichte nach dem Auftauen, da hier im Vergleich zu

Spinnerflaschen ein geringeres Medienvolumen benétigt wird (20 ml vs. 50 ml).
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Bioreaktorkultivierung der Hybridomzelllinie IV F 19.23

Eine Biostat® B FEinheit diente der Regelung der Parameter pH Wert,
Temperatur und Sauerstoffkonzentration. Die Konstanz dieser physikalischen
Parameter ist sehr wichtig, da diese Einfluss auf die Fluoreszenzintensitdten
nehmen konnten. Ein Magnetriihrer sorte fiir eine homogene Durchmischung. Die
Inokulation des Bioreaktors erfolgte mit ca. 0,15 x 10° Zellen/ml {iber eine
Animpfflaschen unter Nutzung einer Sterilwerkbank. Die Zellen der
Arbeitszellbank sind nach dem Auftauen zundchst in T-Flaschen und nach 2
Tagen in Spinnerflaschen {tiberfiihrt worden. Diese dienten auch der Vermehrung

der Zellen bis zur geeigneten Zelldichte fiir die Inokulation des Bioreaktors.

6.14 Analytik

6.1.4.1 Zellzahl- und Vitalititsbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitdt erfolgt in einer Neubauer
improved-Zihlkammer (Brand GmbH & Co KG). Parallel dazu wird eine
Vitalitdtsbestimmung mittels Trypanblaulosung durchgefithrt. Dazu wird die
Zellsuspension 1:1 mit Trypanblaulosung (0,4 %) verdiinnt. Unter dem Mikroskop

konnen dann lebende von toten Zellen unterschieden werden.

6.1.4.2 Bestimmung von Glukose und Laktat

Das zellfreie Kulturmedium kann direkt auf Glucose und Laktat untersucht
werden. Hierzu wird ein automatisches Analysesystem benutzt, das auf einer
enzymatischen und elektrochemischen Reaktion basiert (YSI 2700 SELECT Yellow
springs Instrument).

Probenvorbereitung:
- Zentrifugation der Zellkulturprobe fiir 3 min bei 400 g

- Fir die Messung werden 100 pl zellfreier Kulturtiberstand benotigt
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Der YSI 2700 SELECT ist ein Gerdt, das zur Bestimmung von Glukose- bzw.
Laktatkonzentrationen ~Anwendung findet. Die Messung erfolgt tiber
Enzymelektroden. Die Elektrode besteht aus Glukoseoxidase bzw. L-
Laktatoxidase, die als immobilisierte Enzyme zwischen einer Membran aus
Polycarbonat und einer zweiten Membran aus Zelluloseacetat vorliegen. Die
Membranen sind fiir Glukose bzw. Laktat und Sauerstoff durchldssig, weshalb in
Abhangigkeit von der Glukose-/ Laktatkonzentration Wasserstoffperoxid gebildet
wird. Wasserstoffperoxid, diffundiert durch die Zellulosemembran und oxidiert
an einer Elektrode (Platinanode). Durch die Abgabe von zwei Elektronen pro
Molekiil Wasserstoffperoxid wird ein elektrisches Signal gesetzt, das tiber eine

entsprechende Elektronik gemessen werden kann.

Glukose Messung
In Anwesenheit von Glukoseoxidase wird D-Glukose zu Wasserstoffperoxid

und D-Glukano-lakton oxidiert.

D - Glukose + O, O ¥ . D - Glukano - lakton + H,O,

Laktat Messung
Laktat oxidiert in Anwesenheit von Laktatoxidase unter Bildung von

Wasserstoffperoxid und Pyruvat

L — Laktat + O, O (1¥9°P1¥ -, H,0, + Pyruvat

6.1.4.3 Maus IgG- Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung des IgG-Gehalts im Kulturtiberstand der Hybridomzelllinie IV
F 19.23 erfolgt nach Herstellerangaben anhand eines ELISA Tests spezifisch fiir
Maus-IgG (Roche Applied Science). Die Proben wurden fiir die Analyse in einem
Verhiltnis 1:500 mit Blocking-Puffer verdiinnt.
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6.1.4.4 Fc-Fragment-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung des humanen Fc-Fragmentgehalts im Kulturtiberstand der
HKB-11 Zelllinie erfolgte anhand eines ELISA Tests spezifisch entwickelt von der
Firma Bayer HealthCare.

Coating Puffer (11)
4,2 ¢ NaHCO3
Auffillen mit ddest. H2O auf 11

Waschpuffer (11)

7,65 g NaCl

1,76 mg NaxPOq

0,1 g NaPOq

211 mg KPOq

1 ml Tween 20 (0,05 %)
Aulffiillen mit ddest. HXO auf 11

Dilution Puffer (100 ml)
1 g BSA (Sigma-Aldrich) in 100 ml PBS

Durchfiihrung:
1.Tag:

Platte beschichten: 1pl/ml Antikorper (AffiniPure F(ab’)2 Fragment Ziegen
Anti-human IgG, Fc-Fragment spezifisch) verdinnt in Coating Puffer (3,85 pul
Antikorper auf 5 ml Coating Puffer/Platte). In jedes Well 50 pl einfiillen. Platte

versiegeln und tiber Nacht bei 4°C einwirken lassen
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2.Tag:

- Platte fiir 30 min auf RT erwdrmen

- Verdiinnungen der Standardproben (Humanes IgG Fc-Fragment) (Start bei
1 pl/ml und 2-fache Verdiinnungen ansetzen) und der zu messenden
Proben ansetzen mit Dilution Puffer

- Platte 4 x mit Waschpuffer waschen

- Doppelbestimmung der Standards und der Proben. Beladung mit jeweils
50 pl/well

- Inkubation fiir 2 h bei Raumtemperatur

- Platte 4 x mit Waschpuffer waschen

- HRP-gebundener Rabbit Anti-human IgG Antikorper 1:10000 Verdiinnung
in Dilution Puffer. Inkubation bei Raumtemperatur fiir 1 h

- Platte 4 x mit Waschpuffer waschen

- 50 pl/well TMB Substrat Losung - Inkubation bis das 5. Well Farbung zeigt

- Abstoppen mit 50 pl/well 1M HCl

- Einlesen bei 450 nm/570 nm

6.1.4.5  Aminosdurekonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentrationen der Aminosduren im Kulturiiberstand der
verschiedenen Zelllinien erfolgte mittels HPLC aus zellfreien Proben. Es wird
zundchst eine Vorsdulenderivatisierung mit Ortho-Phtaldialdehyd (OPA)
durchgefiihrt.

Sdaule C: 18, 5 pm, 3,9 150 mm
Flussrate: 1 ml/ml

Detektion: Fluoreszenz bei Ex 330 nm, Em 420 nm
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Eluent A:

21H:0 (0,05 M Natrium Trihydrat, 0,05 M Natriumdihydrogenphosphat)
5 ml NaOH (10 M)

42 ml Tetrahydrofuran

42 ml Methanol

Eluent B:
920 ml H,O
1080 ml Ethanol

OPA-Reagenz

270 mg OPA in 5 ml Ethanol

200 pl Mercaptoethanol

Aulffiillen auf 500 ml mit 0,4 M Boratpuffer (24,72 g Borsdure/1, pH 9,5)

Gradient
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 100 0
50 0 100
55 0 100
60 100 0
67 100 0

Tabelle 13: Elutionsgradient fiir die Bestimmung der Aminosdurenkonzentration im

Kulturiiberstand.



Anhang 131

6.1.5

6.1.5.1

Firbemethoden fiir die Durchflusszytometrie

Affinititsmatrix Firbung der Hybridom Zellen IV F 19.23 [65]

Verwendung von 1107 Zellen aus der spéaten exponentiellen Phase

1 x Waschen in PBS

Biotinylierung: Resuspension in 1 ml serumfreiem Medium mit 1 mg/ml
Sulfo-NHS-LC-Biotin

Inkubation: 30 min bei RT

1 x Waschen in serumfreiem Medium bei 4 °C

1 x Waschen in PBS bei 4°C

Avidin Bindung: Resuspension in 1 ml PBS mit 20 pg/ml Avidin
(Konzentration: 2 mg/ml)

Inkubation: 10 min bei RT

1 x Waschen in 10 ml PBS bei 4°C

Anti Fc AK/Biotin Bindung: Resuspension in 400 pl in Medium mit 1:10 anti
Fc AK/Biotin Verdiinnung

Inkubation: 10 min bei 4°C

Zentrifugation bei 4°C

Resuspension in 2 x 50 ml Medium + Gelatine (2 ml 20 % Gelatine in
Medium bei 37 °C aufgewadrmt)

Inkubation: 60 min bei 37°C

1 x Waschen in 10 ml PBS bei 4°C

FITC-Markierung mit Anti Fab AK/FITC: 400 pl serumfreiem Medium mit
1:20 anti Fab AK/FITC (Konzentration: 1,33 mg/ml)

Inkubation: 30 - 60 min bei 4°C

Kurz vor der Messung/Sortierung 6 pl /ml sterilfiltriertes PI (50 pg/ml PI
in 0,9 % NaCl) zur Zellsuspension zugeben

Messungen: FACS, Mikroskop, Durchflusszytometer, Zellzahlbestimmung
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6.1.5.2  Affinititsmatrix Firbung der HKB-11 Zellen

Die Affinitdtsmatrix ist fiir die Uberpriifung der Bindungen der einzelnen
Komponenten mit 1x10° Zellen durchgefiihrt worden. Ein Waschschritt beinhaltet
eine Zentrifugation (400 x g, 3 min.), wobei der Uberstand verworfen wird.

- Waschen mit 3 ml PBS

- Biotinylierung: Resuspension in 1 ml DMEM mit 15 mg Sulfo-NHS-LC-Biotin

- Inkubation: 30 min bei RT

- Waschen mit 3 ml PBS

- Avidinbindung: Resuspension in 1 ml PBS mit 0,2 pg Avidin

- Inkubation: 10 min bei RT

- Waschen mit 10 ml PBS

- Waschen in 1 ml DMEM

- Protein A-Bindung: Resuspension in 400 pl DMEM mit 13 pg Protein A

- Inkubation: 10 min bei 4° C

- Zentrifugation (400 x g, 3 min.)

- Resuspension in 10 ml DMEM mit 5 % Gelatine

- Sekretionsphase: Inkubation (60 min, 37° C)

- Waschen mit 5 ml PBS

- Bindung von Anti-Fc-Fragment AK + FITC: Resuspension in 400 pl Medium mit
20 pg Anti-Fc-Fragment AK + FITC, Inkubation (45 min, 4° C)

- Waschen mit 3 ml PBS

- Aufnehmen des Pellets in 1 ml PBS

Fir die Funktionalititsuntersuchungen sind die Farbungen abgekiirzt, d.h.
entsprechende Schritte ausgelassen, bzw. anstelle des FITC gelabelten

Antikorpers ist Cy3 gelabeltes Streptavidin verwendet worden.
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6.1.5.3 Fixierung mit MeOH

(in Anlehnung an Srienc et al. (1994))

Zentrifugation der Zellen fiir 3 min bei 400 g

1 x Waschen in kalten PBS

Resuspension in 100 pL kalten PBS

Unter Schiitteln vorsichtiges Zutropfen zu 900 pL eiskalten MeOH (Mixer 300
U min)

Gut vermischen

Einfrieren bei -20°C

6.1.5.4  Intrazellulire Firbung

Verwendung von MeOH fixierte Zellen

1 x Waschen mit PBS

RNAse Abbau: Resuspension in 2 ml RNAse (2 mg/ml)
Inkubation: 30 min bei RT

Zellzahlbestimmung und Verwendung von 2 -10° Zellen
Zentrifugation: 3 min bei 400 g

Anti-Fab  Antikérper-FITC  Firbung: Resuspension in 100 pl Anti-Fab
Antikorper-FITC (1:150 Verdiinnung)

Inkubation: 60 min bei 37°C

1 x Waschen in PBS

Resuspension in 500 ul PBS

PI-Firbung: Zugabe von 250 pl PI (50 pg/ml PIin 0,9 % NaCl)
Inkubation: 15 min bei RT

Messung mit dem Durchflusszytometer
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6.1.5.5 Bestimmung der spezifischen Produktionsgeschwindigkeit

Im  Batch-Modus  wird  die  Produktionskinetik =~ mit  folgender

Differenzialgleichung beschrieben:

dP
E =gP X (7)

P = IgG Konzentration [mg/ml]
X = lebende Zellzahl [Zellen/ml]
qP = spezifische IgG-Produktionsgeschwindigkeit [mg IgG/h - Zelle]

t = Kultivierungszeit [h]

Zur Bestimmung der spezifischen Produktionsgeschwindigkeit qP werden die

differenziale und integrale Methode von Ozturk et al. verwendet [17].

Differenziale Methode

Fir die differenziale Methode muss eine Regression der IgG - Konzentration
tiber die Zeit mit einem Polynom 4ten oder 3ten Grades vorgenommen werden.
Diese Regressionsfunktion wird P(t) genannt. Die Ableitung Pt der
Regressionsfunktion bei t wird numerisch ermittelt, um qP zur Zeit t zu berechnen

und durch die gemessene Lebendzellzahl zu diesem Zeitpunkt dividiert:

R =— 8)
X,

qP = spezifische IgG-Produktionsgeschwindigkeit zur Zeit t [mg IgG/h - Zelle]
P(t) = Regressionsfunktion der IgG-Konzentration tiber die Zeit

Pt = Ableitung von P(t) zur Zeit t [mg IgG/ml - h]

Xt = Zellzahl lebender Zellen zur Zeit t [Zellen/ml]

Um den Verlauf von qP im Laufe einer Kultivierung zu modellieren, wird eine
Regression anhand eines Polynoms 4ten Grades der Zellzahl x iiber die Zeit

verwendet. Die Ableitungsfunktion P’(t) statt P"t und die Ableitungsfunktion X(t)
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statt xt werden dann in Gleichung 8 verwendet, um qP-Werte tiber den

betrachteten Zeitraum zu berechnen [42]:

P'(t)
P(t) = 9
PO=30 )
qP = spezifische IgG-Produktionsgeschwindigkeit zur Zeit t [mg IgG/h Zelle]
P(t) = Regressionsfunktion der IgG-Konzentration tiber die Zeit

P’(t) = Ableitungsfunktion von P(t)
X(t) = Regressionsfunktion der Zellzahl x tiber die Zeit

6.1.6 Protein-Microarray Farbeprotokolle

Microarrays fiir die Funktionalititsuntersuchung der Affintitsmatrixfarbung
fiir die Hybridomzellen IV F 19.23

Verwendung fanden Protein-Microarrays beschichtet mit einer weifSen
Nitrocellulosemembran, Dicke: 10 um, Prototyp (Sartorius Stedim Biotec AG,
Gottingen). Jeder Microarray wurde zur statistischen Auswertbarkeit mit 10

Replikaten durchgefiihrt.

Alle vier Microarrays wurden mit Avidin gespottet
- Avidin in PBS (Konz.: 1 mg/ml)
- 800 pl pro Spot
- 15 min Inkubation bei RT
- 30 min blocken mit PBS und 1% BSA bei RT
- 3 x 5 min waschen mit PBS und 0,05% Tween 20
- Aufbringen einer Hybridisierungskammer (Secure Seal Hybridisation
Chamber) auf den Slide. Dabei muss darauf geachtet werden, dass der
bedruckte Bereich des Microarrays nicht austrocknet.
- Befiillen der Hybridisierungskammer mit den verschiedenen Proteinlosungen
(oder zu bindende Targets). Dabei werden 800 pl verwendet, dafiir werden die
Proteine mit 0,2 % TopBlock in PBS verdinnt.
- 2 pg/ml Antikorper-Biotin (A)
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- 20 pg/ml Antikorper-FITC (B)
- 2 pg/ml Antikorper-Biotin (C)
- 2 ug/ml Antikorper-Biotin (D)
- Die Bindung des Targets wird bei 25 °C unter Schiitteln (300 rpm) auf einem
Thermomixer mit Slide-Aufsatz durchgefiihrt.
- 1 h Inkubation
- Freilegen der Slides
- 3 x 5 min waschen mit PBS und 0,05 % Tween 20 (nach Verwendung
fluoreszenzmarkierter Proteine wird unter Lichtauschluss gewaschen)
- Microarray-Experiment B ist abgeschlossen
- Weitere Schritte bei Microarrays A, C und D. Die Bindung der Targets erfolgt
wiederum mit jeweils einer 1 h Inkubationszeit und Waschschritten mit PBS
und 0,05 % Tween 20 vor und nach der Hybridisierung.
- Microarrays A:
- 2 pg/ml IgG-Standard
- 20 pg/ml Antikorper-FITC
- Microarrays C:
- 2 pg/ml IgG-Standard
- 2 ug/ml Antikorper-FITC
- Microarrays D:

- 2 pg/ml Antikorper-FITC

Microarrays fiir die Funktionalititsuntersuchung der Affintitsmatrixfarbung
fiir die HKB-11 Zelllinie

Verwendung fanden Protein-Microarrays beschichtet mit einer weifSen
Nitrocellulosemembran (direkt gezogen), Dicke: 10 um, Prototyp (Sartorius
Stedim Biotec AG). Jeder Versuch wurde zur statistischen Auswertbarkeit mit 10
Replikaten durchgefiihrt.
- Die Microarrays A, C, E, F wurden mit Avidin gespottet

- Avidin in PBS (Konz.: 1 mg/ml)
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Die Microarrays B, D und H wurden mit biotinyliertem Protein A gespottet

- Protein A in PBS (Konz.: 1 mg/ml)
Der Microarray G wurde mit Streptavidin gespottet

- Streptavidin in PBS (Konz.: 1 mg/ml)
Es sind jeweils 800 pl aufgetragen worden.
15 min Inkubation bei RT
30 min blocken mit PBS und 1% BSA bei RT
3 x 5 min waschen mit PBS und 0,05% Tween 20
Aufbringen einer Hybridisierungskammer auf den Slide. Dabei muss darauf
geachtet werden, dass der bedruckte Bereich des Microarrays nicht austrocknet.
Befiillen der Hybridisierungskammer mit den verschiedenen Proteinlésungen
(oder zu bindende Targets). Dabei werden 800 pl verwendet, daftir werden die
Proteine mit 0,2 % TopBlock in PBS verdunnt.

- 2 ug/ml Antikorper-FITC (A, B)

- 2 ug/ml Fc-Fragment (C, D)

- 2 pg/ml Protein A (E, F, G)

- 2 pg/ml Streptavidin Cy3 (H)
Die Bindung des Targets wird bei 25 °C unter Schiitteln (300 rpm) auf einem
Thermomixer mit Slide-Aufsatz durchgefiihrt.
1 h Inkubation
Freilegen der Slides
3 x 5 min waschen mit PBS und 0,05 % Tween 20 (nach Finsatz

fluoreszenzmarkierter Proteine wird unter Lichtauschluss gewaschen)

—> Microarray-Experimenten A, B und H ist abgeschlossen

Weitere Farbeschritte bei Microarrays C, D, E, F, G, H. Die Bindung der Targets
erfolgt wiederum mit jeweils einer 1 h Inkubationszeit und Waschschritten mit
PBS und 0,05 % Tween 20 vor und nach der Hybridisierung.
- Microarray C:
- 2 pg/ml Antikorper-FITC
- Microarray D:
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- 2 ug/ml Antikérper-FITC
- Microarray E:

- 2 ug/ml Fc-Fragment

- 2 pg/ml Antikorper-FITC
- Microarray F:

- 2 ug/ml Streptavidin Cy3
- Microarray G:

- 2 ug/ml Fc-Fragment

- 2 pg/ml Antikorper-FITC

6.1.7 2D-Fluoreszenzspektrometrie

Der BioView® - Sensor wird hergestellt von der Firma DELTA Light & Optics,
Dadnemark, und ist ein robustes Fluoreszenzmessgerdt, welches in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitat
Hannover fiir den industriellen Einsatz entwickelt wurde [77]. Der Sensor
verwendet zur Aufnahme zwei unabhédngig voneinander rotierende Filterrdder
mit je 16 verschiedenen Fluoreszenzfiltern fiir die Selektion der Exzitations- und
Emissionswellenldngen. Dabei erstreckt sich der Exzitationsbereich von 270 bis
550 nm und der Emissionsbereich von 310 bis 590 nm. Zusétzlich kann tiber zwei
Neutraldichtefilter (exND und NDem) das wellenldngenabhingige Streulicht
aufgenommen werden. Eine gepulste Xenon-Blitzlichtlampe (Hamamatsu, Japan)
dient dabei als Lichtquelle. Die Schmalband-Interferenzfilter haben eine Bandbreite
von 20 nm und wurden zur optimalen Nutzung des Messbereichs so gewdhlt, dass
alle 20 nm eine Messung moglich ist. Die Aufnahme eines kompletten Spektrums mit
150 Wellenldngenkombinationen dauert ca. 90 s. Uber die mitgelieferte Software
lassen sich sowohl die Filter individuell anwé&hlen als auch die Intensitdten der
gemessenen Fluoreszenz tiber den Photomultiplier-Gain steuern sowie die Anzahl der
Messungen zur Mittelwertbildung festlegen. Um elektromagnetische Storungen zu

vermeiden, erfolgt die Dateniibertragung optisch. Die Fluoreszenzmessung findet
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nach dem "open-end"-Prinzip direkt im Reaktor (insitu) statt, d.h., das Emissionslicht
wird im Winkel von 180° zur Exzitation gemessen. Mit dem Bioreaktor ist das 2D-
Fluoreszenzspektroskop dabei tiber zwei Fliissiglichtleiter verbunden (Abbildung
45). Sie sind tiber einen Adapter (Werkstatt TCI, Hannover) mit einem
Quarzfenster in einem 25 mm Standardstutzen angeschlossen. Dieser Adapter
garantiert die Sterilitdt des Prozesses und ermoglicht eine nicht-invasive
Prozessbeobachtung. Mit dem BioView®Sensor konnen lediglich relative
Fluoreszenzintensitdten (RFI) gemessen werden, da die Fluoreszenzintensitdt nicht
nur von der Konzentration sondern auch von physikalischen und chemischen
Wechselwirkungen im Reaktor sowie gerdtespezifischen Grofien abhidngig ist. Das
Fluoreszenzsignal einer Messung ist nicht lokal streng begrenzt, sondern dufsert
sich in einem Peak, der einen weiten Bereich abdeckt. Der Punkt eines Peaks mit

der hochsten Intensitiat wird als Fluoreszenzmaximum bezeichnet.

L. Referenzdetekior
Fey

Lichtquelle
R

Stromversorgung
Lichtguells

—

Photomultip EL

—..C-i- — | |
U
L Linse
Detekior Verstarker Emissions-
Einheit J”[ H filterrad

b
2 - .

&  Lichtleiter

wiom

] Fantroll- und

Steusreinheit Reaktorwand Mediumn

Abbildung 45: Schematische Darstellung des 2D-Fluoreszenzmessgeréts Bioview

[170].

6.1.7.1 BioView®-Einstellungen wdihrend der Zellkultivierungen

Hybridom-Zellkultivierungen
Repetion Matrix: 3
Sensitivity Matrix: high
Gain: 1200
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CHO-Zellkultivierungen
Repetion Matrix: 3
Sensitivity Matrix: high

Gain der Kultivierung 16 und 19

Gesamte Matrix Verstarkung auf 1200

Mit Ausnahme von:
Ex290/Em 370
Ex370/Em 430/450/470
Ex390/Em 430/450/470
Ex 430/Em 510

Ex 430/Em 530

Ex 430/Em 550

Ex 450/Em 510/530/550
Ex 470/ Em 530

Gain der Kultivierung 17 und 18
Gesamte Matrix Verstarkung von 1230

Mit Aussnahme von:

Ex 290/ Em 370

Ex 370/Em 430/450/470
Ex 390/Em 430/450/470
Ex 430/Em 510

Ex 430/Em 530

Ex 430/ Em 550

Ex 450/Em 510/530/550
Ex 470 Em 530

1150
1100
1100
1130
1100
1150
1130
1150

1180
1130
1130
1160
1130
1180
1160
1180
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BHK-Zellkultivierungen
Repetion Matrix: 3
Sensitivity Matrix: high
Gain: 1200
Mit Aussnahme von:
Ex 270 (alle Emissionswellenldngen): 1150
Ex 290 (alle Emissionswellenldngen): 1050

6.1.8 Weitere Ergebnisse im Rahmen der Protein-Microarray

Untersuchungen

6.1.8.1 Ergebnisse der Auswertung der Protein-Microarrays fiir

Hybridomzellfirbungen

Abbildung 46 zeigt die gemessene mittlere Signalintensitdt abziiglich der
mittleren Hintergrundintensitdt fiir die Microarrays A bis D. Wie bei der
Darstellung der SNRs deuten die Signalintensitdten der Microarrays A und C auf
die Funktionalitdit der vollstindigen Affinitdtsmatrixfarbemethode hin. Die
unspezifischen Bindungen auf Microarray D weisen auch hier ein deutlich

geringeres Signal im Gegensatz zu Microarray C auf.

18000+
160001
140001
12000-
10000-
8000-
6000
4000-
2000-
04
-2000-

I SsVBM

Signal Mean minus Backround Mean

A B C D

Abbildung 46: Darstellung der mittleren Signalintensitdt abziiglich der mittleren
Hintergrundsignalintensitét fiir die Microarrays A bis D.
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6.1.8.2 Ergebnisse der Auswertung der Protein-Microarrays fiir HKB-11

Zellfdrbungen
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Abbildung 47: Darstellung der mittleren Signalintensitdit minus der mittleren
Hintergrundsignalintensitét fiir die Protein-Microarrays A bis H.

6.1.9 Weitere Ergebnisse im Rahmen der BioView-Messungen

6.1.9.1 Detaillierte Ergebnisse der Voruntersuchung der Modellbildung und die

Vorhersage fiir die Hybridomzellkultivierungen

Einfluss der Datenskalierung

Das Softwareprogramm ,The Unscrambler” gibt die Moglichkeit, eine
Skalierung der Daten durchzufiihren, um auch kleine Verdnderungen in den
Fluoreszenzintensitdten zu wichten. Dazu werden die Fluoreszenzintensitidten
durch die Standardabweichung geteilt. Fiir diese Modellerstellungen sind alle
Bioreaktorkultivierungen (1 bis 5) mit Ausnahme der jeweiligen vorhergesagten
mit einbezogen worden. Zudem sind auch die weiteren online gemessenen
Grofien wie pH, Sauerstoffkonzentration und Temperatur mit in das Modell
eingeflossen. Tabelle 14 stellt die RMSEPs der Vorhersagen fiir Kultivierung 3, 4
und 5 dar.
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Ohne Mit

Skalierung Skalierung
Kultivierung 3 39,4 20,6
Kultivierung 4 29,7 78,3
Kultivierung 5 38,4 15,2

Tabelle 14: RMSEPs fiir die Vorhersage der Bioreaktorkultivierungen 3 bis 5 mit und ohne
Normierung.

Die Skalierung lieferte fiir die Reaktorkultivierungen 3 und 5 eine bessere
Vorhersage. Das beste Ergebnis lieferte die Vorhersage des Reaktors 5 mit einem
RMSEP von 15,2. Folglich ist in diesem Fall eine Skalierung der Daten ein

wichtiger Schritt fiir die Entwicklung eines optimalen Modells.

Modellbildung unter Verwendung der Reaktorliufe 3 bis 5

Ermittelt werden sollte, ob die Verwendung von 2 nur Bioreaktorkultivierungen
fir die Vorhersage einer dritten bessere Ergebnisse liefert als die Einbeziehung
aller 4 Kultivierungen in die Modellbildung. Wiederum sind die online
Messgrofien pH, Sauerstoffkonzentration und Temperatur mit in die
Modellbildung und Vorhersage eingegangen vor der Modellerstellung erfolgte

eine Skalierung der Daten.

Alle Daten nur 2 Reaktor-
kultivierungen
Kultivierung 3 20,6 29,2
Kultivierung 4 78,3 53,8
Kultivierung 5 15,2 34,8

Tabelle 15: Vergleich des Einflusses einer breiteren Datengrundlage auf die Vorhersage.
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Die geringere Datengrundlage war der Vorhersage der Kultivierungen 3 und 5
abtraglich, welches an einem steigenden RMSEP abzulesen ist. Fiir Reaktor 4
verbessert sich zwar die Vorhersage von 78,3 auf 53,8 % allerdings ist dies
weiterhin der hochste RMSEP Wert. Dieses zeigt, dass eine breite Datengrundlage
eine Verbesserung der Vorhersage bewirkt und die Modelle jeweils mit allen

verfligbaren Daten erstellt werden sollten.

Einflusses von pH, Sauerstoffkonzentration und Temperatur auf die Vorhersage

Bisher sind alle Modelle unter Einbeziehung weiterer online gemessener
Prozessgrofsen (pH, Sauerstoffkonzentration und Temperatur) erstellt worden.
Hier sollte ermittelt werden, ob ihre Berticksichtigung die erwartete Verbesserung
der Vorhersagen bewirkt (Tabelle 16Tabelle 16: Einfluss der online Messgrofien

pH, Sauerstoffkonzentration und Temperatur auf die Vorhersage.).

Mit Ohne

pH, pO2, T pH, pO2, T
Kultivierung 3 20,6 30,6
Kultivierung 4 78,3 71,7
Kultivierung 5 15,2 15,8

Tabelle 16: Einfluss der online Messgrofien pH, Sauerstoffkonzentration und Temperatur
auf die Vorhersage.

Mit Ausnahme einer leichten Verbesserung des RMSEPs bei Kultivierung 4
steigt der RMSEP mit dem Ausschluss der weiteren online gemessenen
Prozessgrofsen. Die neben der Fluoreszenz online gemessenen Grofien sollten

demnach in die Modellbildung mit einbezogen werden.
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Einfluss des Mediums auf die Vorhersage

Bisher sind die Fluoreszenzintensitidten bis auf eine Normierung unverandert in
die Modellbildung eingeflossen. Dabei ist der Einfluss einer moglicherweise
verdnderten Fluoreszenzintensitdt des Medium zwischen den Bioreaktorldufen
nicht berticksichtigt worden. Die Fluoreszenz des Mediums ist vor jedem
Bioreaktorlauf vermessen und der Mittelwert dieser Messungen anschliefSend von

den Spektren der Kultivierung abgezogen worden (Tabelle 17).

Ohne Mit
Mediumabzug Mediumabzug

Kultivierung 3 20,6 15,2
Kultivierung 4 78,3 36,4
Kultivierung 5 15,2 25,7

Tabelle 17:  Vergleich der Vorhersagen mit und ohne abgezogenen
Mediumfluoreszenzintensitéaten.

Die Ergebnisse dieses Vergleichs sind sehr heterogen. Die Vorhersagen fiir
Kultivierungen 3 und 4 haben sich deutlich verbessert, wohingegen sich die
Vorhersage fiir Bioreaktorlauf 5 verschlechtert hat. Somit kann hier keine
eindeutig positive oder negative Aussage iiber den Einfluss des abgezogenen

Mediumfluoreszenzintensitat getroffen werden.
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6.1.9.2 Ergebnisse der Hybridomzellkultivierungsauswertung

Korrelation von offline Messungen und Vorhersage mit Bestimmtheitsmaf3
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Abbildung 48: Korrelation der offline Messwerte mit den Vorhersagen der Kultivierung 5

unter Angabe des Bestimmbheitsmafs.
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6.1.9.3 Ergebnisse der BHK-Zellkultivierung

Analytik wihrend der Bioreaktorkultivierung der BHK-Zelllinie im
Perfusionsmodus

Alle Kultivierungen sind in einem 7 1 (5 1 Arbeitsvolumen) Bioreaktor der Firma
Applikon Biotechnology durchgefiihrt worden, welcher von einer DCU3
(Sartorius Stedim Biotech) und FermWorks (JoVa Solutions) gesteuert wurde.
Tabelle 10 gibt die geregelten Prozessgrofien mit ihren Soll-Werten an.
Elektroden bestimmten den pH-Wert und die Sauerstoffkonzentration online im
Bioreaktor. Offline ermittelt wurde die Zellzahl und Viabilitdt mit dem CEDEX
System und Glukose-, Laktat-, Glutamin- und Glutamatkonzentrationen im
Uberstand mit dem Analysengerat YSI Model 2700. Zur Bestimmung der weiteren
Aminosdurekonzentrationen diente eine HPLC. Das Analysengerdt Ektachem
DT60 ist fiir die Ammonium- und LDH-Konzentrationsbestimmung eingesetzt
worden. Eine offline Kontrolle der Sauerstoffkonzentration, COz-Konzentration
und des pH-Wertes wurde mit Hilfe des Blood Gas Analyzers durchgefiihrt. Die
ergebnisse der 8 im Perfusionsmodus durchgefiihrten BHK-Kultivierungen sind in

Abbildung 49 dargestellt.



148 Anhang
. —s— K1 —a— K1
— 40x10'7 —e—k2 1,4+ —e K2
£ 7] —4—K3 4 K3
E 3,5x10 . —v—K4 1,24 v K4
= 3,0x10 e 5__ h K5
g , //" e B —<4—KG6 % 1,0'\\\. " . —<4— K6
= 29407 <N\ K7= e, A . K7
T 20x10'- //"." /'\. {:‘ ‘\\\\\ e K8 g 0.8 \.‘1;\; \*“,\_‘ Ax —* K8
= / e e o eTmy ‘ o—o— . o
ﬁ 1,5x10" / ) é 0,6+ N ‘:\,W('
T 1,0x10' £ 0,4 Vo “
8 ,0x10 < Y ‘\ \«\ /
Q 6 | 6 «—
S 50x10 0,21 ¥
0.07= 0,0+——m———————————
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Zeit [h] Zeit [h]
5-L o 257 . K1
| —e— K2 —e— K2
— 44 S A K3 2,01 —+—K3
= VK4 F —v—K4
'g' K> Rl 15 —4— Eg
H —<4— K6 N 397
g A K7 é —— Eg
z o KR 1,04, %;‘y
E € TLAA T S
© ] | o Ax A‘q“‘/ ‘/ //‘
E . 0,5' \o— -— 4 —
(O] / <% l .
7&4 '«A‘ . Y 0,0 [ T T T T T T 1
100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Zeit [h] Zeit [h]
6_
] 0,8+ —a—K1
A " —e— K2
'§' 51 AR o A K3
g ] /r ’ \ S 0,61 —v—K4
— 4 < e e ! K5
. M o E
N / "/’Z ] —=—Kl = —<— K6
S 3- e K2 N y K7
= 3_ 4 K3 é 0,41 7 e K8
= .r/ g —v—K4 =
S P/L_/ <. Ks E L4
Sl ke 2029 Wil
£ 1404 K & b
< e K8 Ay <\ .144 .«
0 T T T T T T T T T T T T T 1 0,0 \
0O 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Zeit [h] K1 Zeit [h]
8000+ —e—K2
= ) —a K3
i 7000-_ Ka
S 6000+ 4 ig
T 50001 K7
- 4 4‘ \‘
& 4000 L T
S ] | I\
§ 3000 0N\
L 20001 / : R Abbildung 49: Ergebnisse der 8 BHK
4 AL ol S P
- 1000_ ‘o\ oy /‘: ‘V/’;
0 ‘ﬂfﬁj‘: Al Kultivierungen im Perfusionsmodus.
0 50 100 150 200 250 300 350

Zeit [h]



Anhang 149

Korrelation von offline Messungen und Vorhersage mit Bestimmtheitsmaf3
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LDH Konzentration
2000 -
. 16001
=)
o 1200
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v
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O T T T T T T T T T 1 0
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Offline-Messungen [U/]]
6.2 Material
6.2.1 Verbrauchsmaterial
Material
Einmalhandschuhe
Einmalpipetten
Kryorohrchen 1,5 mL

96-Lochplatte (MaxisorTM)
Pipettenspitzen

Reagenz- und Zentrifugenrohrchen
(Falcon Tubes) 15 mL, 50 mL
Spritzen 20 mL
Spritzenvorsatzfilter

Minisart 0,2 pm

Zellkulturplatten 6- Lochplatten

Kits
Mouse-IgG-ELISA

6000+
{ R®*=0,75
5000
4000+
3000

2000+

PC Kalibration

1000+

1000 2000 3000 4000 5000 6000
LDH offline-Messungen [U/I]

Hersteller

Semperguard, Semperit AG Holding, Wien
Sarstedt AG, Niimbrecht

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Nunc GmbH, Wiesbaden

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Terumo Europe NV, Leuven

Sartorius AG, Gottingen

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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6.2.2 Chemikalien und Reagenzien

Reagenz Hersteller

Accutase PAA, Osterreich

Avidin aus Eiweifs

BD™ Accudrop Fluorescent Beads
Collagenase

DMSO

Gelatine aus Rinderhaut, Pulver
(Zellkultur getestet)

Isopropanol

Mouse-IgG ELISA

Tris Base

Glycin

Methanol

Natriumchlorid
B-Mercaptoethanol

Penicillin/ Streptomycin
Phosphorsdure 85 %
Propidiumiodid

Protein A-Biotin

RGD

Streptavidin-Cy3
Sulfosuccinimidyl 6-(biotinamido)
hexanoate (NHS-LC-Biotin) 290%
(TLC)

Tris-HCl

TEMED

Triton X- 100

Trypsin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen

Merck KGaA, Darmstadt

Roche Applied Science, Mannheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs

PAA Laboratories GmbH, Pasching
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
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Steinheim
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Thermo Scientific HyClone, USA
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Trypanblau
Ribonuklease A

Tween 20

Antikorper

Anti-Maus IgG (Fc spezifisch)
Biotin Konjugat

Anti-Maus IgG (Fab spezifisch)
FITC Konjugat

Polyklonaler Antikorper anti
Maus IgG FITC Konjugat
Humanes IgG Fc-Fragment
Peroxidase AffiniPure F(ab’)2
Fragment Rabbit Anti-human IgG
Fcy Fragment spezifisch
AffiniPure F(ab’)2 Fragment
spezifischer Ziegen Anti-human
IgG, Fc-Fragment spezifisch
Ziegen Anti-human IgG
Fcy-Fragment spezifisch

FITC Konjugat

6.2.3 Geriite

Gerit
Accu-jet®Pro
Affymetrix 417™ Array

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

Hersteller
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen

Jackson Immuno Research, USA

Jackson Immuno Research, USA

Jackson Immuno Research, USA

Jackson Immuno Research, USA

Hersteller
Brands GmbH & Co. KG, Wertheim
Affymetrix, CA, USA

Analysenwaage , Analytik AC 210S” Sartorius AG, Gottingen

Autoklav ,, U150“

Julabo UC, Seelbach
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Autoklav Tecnomara

Bioreaktor (Bayer HealthCare)

Biostat®B DCU

BioView® Sensor

Blutgasanalysengerdt
CEDEX
DCU3

Digitalkamera Olympus
Camedia C-4040
Ektachem DT60
Eppendorf Research Pipette
FermWorks

Inkubator

ImaGene™ 5.5.3
Labview 7.1
Magnetriihrer IKAMAG®
Mikroskop BX-41
Mikroskop IX-50

Optischer Sauerstoffsensor, Fibox 3

pH und pO: Elektroden (Bayer)
pH-Elektrode (TCI)
pO2-Elektrode (TCI)

Plattenlesegerét, Microplatereader

Scanner: GenePix® 4000B

Secure Seal Hybridisation Chamber

Spinnerflaschen 100 bis 250 ml

Integra Bioscience, Fernwald
Applikon Biotechnology, Schiedam,
Niederlande

B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen

DELTA Light & Optics, Horsholm,
Dénemark

Rapidlab 248, Bayer HealthCare, GB
Innovatis, Bielefeld, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
Deutschland

Olympus Corporation, Puchheim

Eastman Kodak, NY, USA

Eppendorf AG, Hamburg

JoVa Solutions, San Francisco, CA, USA
Heraeus, Hanau

BioDiscovery Inc., CA, USA

National Instruments, USA

IKA Werke GmbH, Staufen

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Presens GmbH, Heidelberg

Ingold Electrodes, MA, USA

Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen
Axon Instruments, CA, USA

Grace Biolabs, OR, USA

Techne AG, Jahnsdorf
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Sterilwerkbank MSC Advantage
Thermomixer comfort

The Unscrambler 7.6
Vortex-Mixer Typ 1719
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

YSI 2700 SELECT Analyzer
Neubauer)

YSI 5300 A

Zentrifuge

Zentrifuge Multifuge 3s

Durchflusszytometer
Epics-XL MCL
Software System II
WinCycle software

Argon Laser (488 nm)

FACS

FACS Vantage SE

Software Cell Quest Pro v3.5
Argon Laser

Enterprise II (488 nm)

Thermo Scientific, Karlsruhe

Eppendorf AG, Hamburg

Camo, Norwegen

VWR International GmbH, Darmstadt
Sartorius AG, Gottingen

Memmert GmbH, Biichenbach

YSI Incorporated, USA Zihlkammer (nach
Brand GmbH & Co KG, Wertheim

YSI Incorporated, USA

Beckman Coulter, CA, USA

Heraeus, Hanau

Hersteller

Beckmann-Coulter, Krefeld
Beckmann-Coulter, Krefeld
Phoenix Flow Systems, San Diego

Coherent, USA

Hersteller
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

Coherent, USA



156 Anhang

6.3  Abkiirzungsverzeichnis

AK Antikorper

BHK Baby hamster kidney cell line
BioView® 2D-Fluoreszenzspektroskop
BM Backround Mean, mittlere

Hintergrundintensitét

CHO Chinese hamster ovary cell line

CO2 Kohlendioxid

CSPR Zell-spezifische Perfusionsrate
DMEM Dulbeccco’s modified Eagel Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonuceic acid

E.coli Eschericha coli

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
Fab Fragment Antigen Binding

Fc Fragment Cristallizable

FACS Fluorescence-activated cell sorter
FCS Fotales Kéalberserum

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FVIII Blutgerinnungsfaktor acht

g Gramm

g Erdbeschleunigung

h Stunde

GFP Green fluorescent protein,

grin fluoreszierendes Protein

HKB Hybridklone aus humanen Nieren und
B-Zellen
IeG Imunoglobulin Klasse G

Kra Sauerstofftransportkoeffizient
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konz.

LDH

mAk
Max
MeOH
min
mg

ml

mM
NAD*
NADH
NADP
NADPH
nm
OPA
OUR

PBS
PI
PC
PCA

PLS

RFI

RMSEP
RT

Konzentration

Liter

Laktatdehydrogenase

molar

monoklonaler Antikorper
maximal

Methanol

Minute

Milligramm

Milliliter

Millimolar

Nicotinamid Adenin Dinukleotid
reduziertes NAD

Nicotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat
reduziertes NADP

Nanometer

Ortho-Phtaldialdeyd

Oxygen Uptake Rate,
Sauerstoffaufnahmerate
Phosphat Buffered Saline
Propidium Iodid
Hauptkomponente

Principle Component Analysis
(Hauptkomponentenanalyse)
Partial Least Square
Gelostsauerstoffgehalt

Relative Fluoreszenzintensitdten
Root Means Square Error of Prediction
Raumtemperatur

Sekunde
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SFM
SNR

SM

ng
ul
WLK

Serum Free Medium

Signal to Noise Ratio, Verhdltnis von Signal-
zu Hintergrundintensitét

Signal Mean, mittlere Signalintensitat

Unit

Mikrogramm

Mikroliter

Wellenldngenkombinationen
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Lebenslauf

Berufliche Tiatigkeit

seit 10/2005 Wissenschaftliche Mitarbeiterin (Promotion)

Institut fir Technische Chemie, Leibniz Universitit Hannover

Betreuung: Prof. Dr. Scheper

- Einsatz und Optimierung von Online-Mel3systemen in
Bioreaktoren und Entwicklung chemometrischer Modelle

+ Charakterisierung und Sortierung von tierischen Zellen mittels
Durchflusszytometrie und FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorter)

- Wissenschaftliche Zusammenarbeit mit Roche Diagnostics,
Bayer HealthCare, Boehringer Ingelheim Pharma und Sartorius
Stedim Biotech

« Planung und Durchfihrung von Zellkulturkursen fur
Industriepartner

+ Betreuung von Praktikanten und Diplomanden

6/2003 - 7/2004 Bioingenieurin bei der Strathmann Biotec AG, Dengelsberg

+ Aufbau der GMP Produktion

+ Fermentation von E.coli bis 1000 1, Separation und Lyse unter
GMP Bedingungen

+ Erstellung von Herstellungsvorschriften- und

Betriebsanweisungen

7/2000 - 12/2000 Labortitigkeiten
Medizinisches Labor Dr. A. v. Froreich, Dr. C. Schmidt, Hamburg
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Studium
8/2004 —9/2005 Aufbaustudium Chemie
Leibniz Universitat Hannover
9/1997 - 2/2003 Studium der Biotechnologie
Fachhochschule Hamburg
Abschlussnote: “gut” (1,74)
4/2001 - 9/2001 Hauptpraktikum bei Bayer HealthCare, Berkeley, CA, USA
Betreuer: Dr. Konstantinov, Prof. Dr. Luttmann
+ Betreuung von Zellkulturperfusionsprozessen (BHK und
CHO)
« Evaluierung eines neuartigen Levelsensors
« Etablierung von ,,Oxygen Uptake Rate® (OUR) Messungen in
der ProzeBentwicklung
4/2002 - 12/2002 Diplomarbeit bei Bayer HealthCare, Berkeley, CA, USA
Betreuer: Dr. Konstantinov, Prof. Dr. Luttmann
Titel: “Optimization of a multi-vessel small-scale bioreactor system
for mammalian cell culture”
Note: ,,sehr gut®
Schulausbildung
9/1996 - 7/1997 Au-Pair, London, GroBbritannien
Certificate in Advanced English, University of Cambridge
1/1992 - 7/1996 Alexander-von-Humboldt-Gymnasium, Hamburg
Schulabschluss: Allgemeine Hochschulreife
8/1989 - 12/1991 Georg-Herwegh-Oberschule, Betlin
8/1983 - 7/1989 Victor-Gollancz-Grundschule, Betlin
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Sonstige Qualifikationen

Fortbildungslehrgdnge  Gentechnische Sicherheib #dis. 2 Satz 1 Nr3. GenTSV)

Cellular Bioprocess Technology
(University of Minnesota, Prof. Wei-Shou Hu)

Up- and Downstreaming Processing der biotechnologischen

Industrie - Technische Realisierung unter Prozesskostenvorgabe

Intensiv-Training fur FACS Vantage SE
GXP Basiswissen (Klinkner)

Labortechniken Durchflusszytometrie
Zellsortierung mittels FACS
ELISA
Chromatographie (HPLC, FPLC)
Molekularbiologische Techniken

Online 2D-Fluoreszenzmessgerit (BioView)

Kultivierung E.coli
Saugerzellen:
- suspension (CHO, BHK, Hybridom, HKB)
« adhirent (CHO, HepG2, MC3T3, primire Osteoblasten)

Bioreaktoren Mafl3stab 0,5 bis 121

Kultivierungsmodi: Batch, Fed-Batch und Perfusion

EDV The Unscrambler (Chemometrie)
Bioreaktorsteuerung (B. Braun DCU)
Corel Draw
Origin
MS Office
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