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Einleitung

Zur Herstellung von Biopharmazeutika werden
prozessspezifische Kontrollstrategien genutzt, um
eine hohe Kosteneffizienz zu erzielen und eine
hohe Produktqualitat zu garantieren (Quality-by-De-
sign Ansatz, QbD). Mittels der Bestimmung der ent-
scheidenden Qualitatskriterien des Produktes und
einer eingehenden Charakterisierung des Prozes-
ses wird Prozessverstandnis generiert und kritische
Prozessparameter (CPPs) ermittelt. Dies ist die Ba-
sis einer engmaschigen Uberwachung der Produk-
tionsprozesse, was im Hinblick auf die umfassen-
den Regularien der guten Herstellungspraxis und
die Zulassung des Produktes relevant ist.

Industrielle Zellkulturprozesse werden zunehmend
in Single-Use-Reaktoren durchgefihrt. Im Rahmen
eines gemeinsamen Forschungsvorhabens der
THM und der Exner Process Equipment GmbH
wurde zur Uberwachung und Steuerung von Zellkul-
turprozessen ein optischer Rickstreusensor mit in-
novativer Messoptik zur direkten Integration in Sin-
gle-Use-Kultivierungssysteme entwickelt. Im Ver-
gleich mit kommerziell erhaltlichen Absorptions-
sensoren, liegt der Vorteil der Rickstreutechnologie
vor allem in einem erweiterten linearen Messbe-
reich. Damit sind Ruckstreusensoren insbesondere
fur die Hochzelldichte in z.B. Perfusionsprozessen
interessant. Die Entwicklung des Einweg-Sensors
zielte auf einen hybriden Aufbau, bei welchem die
Elektronik und Auswerteeinheit als autoklavierbare
Multiple-Use Komponente, und Teile der optischen
Einheit sowie der komplette Prozessanschluss als
standardisierte Single-Use-Komponente ausgeflhrt
wird. In einer breitangelegten Biokompatibilitatsstu-
die wurden geeignete Werkstoffe fur die Fertigung
des Sensors identifiziert.

Es wurden diverse Prototypen des Ruckstreu-
sensors bei der Entwicklung zweier Zellkulturpro-
zesse getestet, und der entwickelte Sensor
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ermdglichte es das Zellwachstum als CPP in zwei
innovativen Zellkulturprozessen inline zu Uberwa-
chen.

Bei dem ersten Prozess handelte es sich um einen
Perfusionsprozess zur Produktion antimikrobieller
Peptide (AMPs). Fir die Produktion von AMPs sind
neue Prozessstrategien notwendig, da sich die Pro-
duktion in mikrobiellen Produktionssystemen auf-
grund der antimikrobiellen Wirkung dieser Stoffe oft
schwierig gestaltet. Daher wurde in diesem Prozess
mit einer stabilen Insektenzelllinie gearbeitet und
die Sensorsignale zur Regelung der Zellkonzentra-
tion wahrend der Produktionsphase genutzt.

Der zweite Prozess dient der transienten Expres-
sion von virus-like-particles (VLPs) des Gelbfieber-
virus in HEK 293 T- Zellen mit dem Ziel die VLPs fur
die passive Immunisierung verwenden zu koénnen.
Das Biomassemonitoring ist bei diesem Prozess vor
allem in Bezug auf die zeitliche Abstimmung der
beiden Schllsselereignisse, Transfektion und Ernte
der VLPs, von entscheidender Bedeutung.

Methoden und Materialien

Zellkultur und Kultivierungsbedingungen

Alle Zelllinien wurden durch spezifische Analysen
regelmaRig auf deren Identitat und Freiheit von My-
koplasmen gepruft. Die Bestimmung der Zellkon-
zentrationen und Vitalitat erfolgte fiir jeden Versuch
mittels Durchflusszytometrie und Trypanblaufar-
bung.

Eine rekombinante Sf-9 Zelllinie (Sf-9 TriEx™,
Merck, Darmstadt, Germany) wurde fir die Stamm-
haltung im 100-mL-Schikanekolben in Sf-900™ ||
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) In-
sektenzellkulturmedium kultiviert. Die Zellen wur-
den zweimal pro Woche passagiert. Die Passagen
wurden mit einer Vitalitat >90 % und einer Zelldichte
von 0,5*108 Z mL™" angeimpft und im Brutschrank
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bei 28 °C und 80 rpm kultiviert. Die Kryokonservie-
rung erfolgte nach SOP der Zellbank.

Die an Suspensionskultivierung adaptiere HEK
293T SF Zelllinie (DSMZ no.: ACC 635) wurde in
100-mL-Schikanekolben mit BalanCD® oder Free-
Style™ 293 Medium (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) kultiviert. Die Animpfkonzent-
ration betrug 0,3 - 0,5*10° Z mL"" bei einer Vitalitat
> 90 %. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C, 8 % (v/v)
CO2 und 100 rpm.

Korrelation und Modellierung

Auf Basis einfacher Schuttelkolbenkulturen wur-
den Modellldsungen mit definierten Zellkonzentrati-
onen der Zelllinien Sf-9 und HEK 293T SF als bio-
logisches Triplikat mit den Sensoren vermessen. Im
Schuttelkolben durch Stofftransportlimitierungen
unerreichbar hohe Zellkonzentrationen wurden
durch Aufkonzentrierung mittels Zentrifugation er-
zielt. Die Aufnahme des Messignals erfolgte durch
Eintauchen der Sensorprototypen in die Zellsuspen-
sion. Ausgehend vom ersten Ansatz wurden Ver-
dinnungsreihen angefertigt und analog vermessen
(Abbildung 1). Referenzwerte zu jedem Verdin-
nungsschritt wurden durch Zellzdhlung mittels
Durchflusszytometrie, Trypanblaufarbung, sowie
mit einer etablierten Tribungssonde nach dem Ab-
sorptionsprinzip aufgenommen. Die Modellierung
der Korrelationsfunktionen erfolgte durch eine line-
are oder quadratische Regression der partiellen
kleinsten Quadrate (PLS).

100-fach
aufkonzentriert

N\ 4~y

Abbildung 1: Schema der Verdiinnungsreihe nach Auf-
konzentrierung von Suspensionszellen aus Schittelkol-
benkulturen zur Aufnahme von Korrelationsfunktionen
der Tribungssonden

Es wurden Tribungssonden eingesetzt die im Na-
hinfrarotbereich (850 nm) Licht emittieren und
Streu- sowie Transmissionslicht detektieren. Die
turbidimetrischen Sonden (Durchlichtsonden) de-
tektieren die Abschwachung des eingestrahlten
Lichts Uber eine festgelegte Distanz im Medium
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zwischen Detektor und LED. Demgegeniber wird
von Riuckstreusonden Streulicht detektiert, das in
einem definierten Winkel auf die Photodioden des
Detektors trifft. Einsatzgebiete und Unterschiede
der Sondentypen sind in der Literatur umfassend
beschrieben [1—4]. Eine Abbildung der verwendeten
Multi-Use Sonden und Prototypen von Exner Pro-
cess Equipment GmbH ist in Abbildung 2 darge-
stellt.

Abbildung 2: Eingesetzte Multiple-Use-Sonden aus
Edelstahl fur Korrelationsversuche und Bioreaktorkulti-
vierungen, (links): Durchlichtsonde 2 mit 5 mm optischer
Pfadlange (OPL), (mittig): Rickstreusonde 1,
(rechts): Ruckstreusonde 3

Toxizitatsstudien und Materialauswahl

Potenzielle Kunststoffe fir die Fertigung der Sin-
gle-Use-Sonden wurden verschiedenen Zytotoxizi-
tatsuntersuchen nach USP <87> und ISO 10993
unterzogen. Bei diesen wurden die Zelllinien L929
(DSMZ no.: ACC 2), die rekombinante Sf-9 Zelllinie,
sowie adharente HEK 293T Zellen verwendet. Eine
Extraktion potenzieller Extractables und Leachab-
les fand zellfrei unter Kultivierungsbedingungen fir
die verwendeten Zellkulturmedien RPMI 1640
10 % (v/V) FKS + 2mM L-GIn, Sf-900™ Il und
DMEM 5 % (v/v) FKS + 4 mM L-GIn in Anlehnung
an 1SO 10993-12 statt. Als Kontrollen fiur zytotoxi-
sche Einflisse wurden 6-1,5 % (v/v) DMSO-An-
satze verwendet. Qualitative Untersuchungen der
Zellmorphologien unter Extrakteinfluss der Kunst-
stoffproben wurden mittels Cytation™ 3 Digitalmik-
roskop (BioTek Instruments) durchgefiihrt. Nach
ISO 10993-5 [5] und USP <87> [6] wurde der zyto-
toxische Einfluss klassifiziert. Wachstumskinetiken
der drei Zelllinien Uber typische Kultivierungszeiten
von 5 bis 7 Tagen unter Extrakteinfluss dienten der
Beurteilung einer Wachstumshemmung. Mittels
Durchflusszytometrie und Trypanblaufarbung wur-
den taglich Zellkonzentrationen sowie Vitalitaten
bestimmt und die Glukose-, sowie Laktatkonzentra-
tion mittels BioSen C Line GP+ (EKF Diagnostics)
detektiert. Eine weitere Untersuchung stellte nach

127



ISO 10993-5 Annex C ein MTT-Assay mit den Zell-
linien L-929 und HEK293T dar. Die Messung der
Absorptionen und Berechnungen der relativen me-
tabolischen Aktivitat und Vitalitat erfolgte im Platten-
leser (BioTek Instruments).

Kultivierungen im Bioreaktor

Die Kultivierungen der Sf-9 Zelllinie erfolgten im
5 L Sartorius Bioreaktor. Der Rihrkessel wurde mit
einem Schragblattrihrer (3 x 45°, d= 74 mm, n=
100 rpm), einer PT100 Temperatursonde, einer pH-
Sonde, einer optischen Sauerstoffsonde, zweier
OD-Sonden, sowie einer Impedanzsonde mit Pre-
Amplifier ausgestattet. Die Bauldange der Sonden
betrug 325 mm. Die Vorbereitung und Durchfih-
rung der Kultivierung erfolgte analog zu Harnischfe-
ger et al. [7].
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Die HEK Zelllinie wurde in einem Bioreaktor mit
5 L Arbeitsvolumen kultiviert. In einer Vergleichskul-
tivierung wurde die Ruckstreusonde 3 und die
Durchlichtsonde 2 im Prozessleitsystem je eines
Kessels eingebunden.

Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 3 sind die Korrelationsdaten mit zu-
gehorigen Korrelationsfunktionen der getesteten
Sonden mit der rekombinanten Sf-9 Zelllinie darge-
stellt. Erwartungsgemaf zeigt sich eine lineare Kor-
relation fur die Rickstreusonden 1 und 3 (B,C und
D). Die Daten der Durchlichtsonde (A) weisen einen
typischen asymptotischen Verlauf im oberen Kon-
zentrationsbereich auf, wahrend unter 20*10° Z
mL-" ein empfindlicher, linearer Zusammenhang
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Abbildung 3: Korrelationsfunktionen unterschiedlicher Sensortypen und Messprinzipien fiir Sf-9 Zellen, Messignal [OD,
%turb, CDU] in Abh&ngigkeit der Gesamtzellkonzentration [106 Z mL™"], Zellvitalitat > 90 % (A): Durchlichtsonde 2 (5 mm
OPL), (B): Ruckstreusonde 1, (C): Riickstreusonde 3, (D): Riickstreusonde 3 wahrend Messung im unteren Messbe-
reich, [CDU] als Customer defined unit (Einheit der Rickstreutechnik abweichend von Norm ISO 7027)
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besteht. Streu- und Verdeckungseffekte von hoch-
konzentrierten Partikeln erklaren den asymptoti-
schen Verlauf. Eine Anpassung der optischen Pfad-
lange wirde den linearen Messbereich verschie-
ben [8, 9]. In Zellkulturprozessen sind jedoch Kon-
zentrationen ab etwa 50*10°% Z mL™" meist nur durch
Zellrickhalt und Perfusion moglich. Eine hohe Auf-
[6sung im unteren Messbereich ist daher flir die we-
niger aufwendigen Prozessmodi wie Batch und
Fed-Batch ausreichend. Im Gegensatz zur Ruck-
streusonde 1 (B, Daten nicht gezeigt) wies Ruck-
streusonde 3 (D) auch im unteren Messbereich eine
hohe Empfindlichkeit und Auflésung auf, die fir eine
Prozessintensivierung von Batch zu Perfusion erfor-
derlich sind.

Analog zur Sf-9 Insektenzelllinie wurden Verdin-

nungsreihe mit HEK293T SF Zellen
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Abbildung 4: Korrelationsfunktionen fir HEK293T SF
Zellen, Messignal [OD, %turb, CDU] in Abhangigkeit der
Gesamtzellkonzentration [Z/mL], Zellviabilitat > 90 % (A):

Durchlichtsonde 2, (B): Ruckstreusonde 3
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vermessen (Abbildung 4). HEK293T SF Zellen er-
reichten im Schiuttelkolben geringere Zellkonzentra-
tionen als Insektenzellen und mussten starker auf-
konzentriert werden. Die erwarteten Konzentratio-
nen im Batch-Bioreaktor werden in der Literatur
ebenfalls geringer angegeben: 3,5 — 7*10% Z mL™"
fir HEK [10, 11]und 7 — 16 Z mL"" fur SF9[12, 13].
Sowohl die Durchlichtsonde 2 als auch die Ruick-
streusonde 3 wiesen im relevanten Konzentrations-
bereich eine lineare Korrelation auf. Die Sonden
konnten nach diesen Vorversuchen beide im realen
Prozess getestet werden.

Toxizitatsstudien

In Zytotoxizitatsstudien wurden unterschiedliche
Polymere von mehreren Herstellern fir die Ferti-
gung der Single-Use Sonde getestet. In Abbildung
5 sind die Ergebnisse des MTT-Assays nach ISO
10993-5 Annex C dargestellt. Ein schadlicher Ein-
fluss der Polymere wiirde die metabolische Aktivitat
der Zellen beeinflussen, wodurch sich eine geringe

70 %
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Abbildung 5: Vitalitat der Zelllinien L929 (n = 5) (Hell-
grau) und HEK293T (n = 10) (Dunkelgrau) bestimmt
durch MTT-Assay fur unterschiedliche Polymere mit Posi-
tivkontrolle DMSO (PK) und Mockkontrolle als frisches
Medium

Vitalitat im Assay ergibt. Eine Vitalitat unter 70 % ist
ein Indikator fur zytotoxische Einfliisse, erkennbar
an der Positivkontrolle mit DMSO 6 % (Abbildung
5).

Bei diesen Testungen wurde deutlich, dass Kunst-
stoffe wie Polyethylen (PE), die nach USP Klasse
VI Zertifizierung als biokompatibel eingestuft wer-
den, unterschiedlich starke Einflisse auf das
Wachstum und den Metabolismus verschiedener
Zelllinien zeigten. Des Weiteren erwiesen sich
gleichartige Kunststoffe verschiedener Hersteller
ebenfalls als unterschiedlich biokompatibel. Aus
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diesen Griinden ist fur die Sicherheit und Produkt-
qualitdt eine Testung potenziell vorgesehener
Kunststoffe mit unterschiedlichen Zelllinien nétig.
Eine Reduktion der Unsicherheit kann durch min-
destens zwei orthogonale Testmethoden erfolgen.
Anhand der zuvor beschriebenen Testmethoden
konnten erfolgreich Polymere fur die Fertigung un-
terschiedlicher Bauteile eingegrenzt werden.

Bioreaktorkultivierung

Kultivierungen im Bioreaktor dienten der Charak-
terisierung und dem Verstandnisgewinn der beiden
Prozesse. Das Monitoring der Zellkonzentration als
CPP ist neben den etablierten inline-Parametern
wie pH und Oz unerldsslich fir das Prozessver-
standnis. Die zuvor aufgenommenen Korrelations-
daten wurden nach Einbindung der Sonden im rea-
len Prozess Uberprift, um den Einfluss weiterer
Storgrolen zu beobachten. Im ersten Prozess
wurde die Insektenzelllinie im Satzbetrieb zur Pro-
duktion von antimikrobiellen Peptiden kultiviert. Ab-
bildung 6 zeigt die Daten der Satzkultivierung.
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Abbildung 6: Batch-Kultivierung Sf-9, (schwarze Recht-
ecke): Offline-Zellkonzentration [Z mL"], (schwarze Li-
nie): Tribung der Durchlichtsonde 2 [OD], (blaue Linie):
Online-Permittivitat [pF cm™'] und (Rot): Vitalitat [%] wah-
rend der Kultivierung Uber der Prozesszeit [h]

Sowohl das Trubungssignal als auch die Daten der
Permittivitatsmessung folgen den Offline-Referenz-
werten der Zellzdhlung und spiegeln das Wachstum
der Zellen wider. Ab Tag 5 trennten sich die Signale
der Trlbung und Permittivitdt. Dies ist mit dem
Ubergang der Zellen in die stationare Wachstums-
phase zu erklaren. Das Anschwellen von Insekten-
zellen am Ende einer Satzkultivierung flhrt zu einer
Erhdhung des Zellvolumens, welches gut mit der
gemessenen Permittivitat korreliert. Demgegeniber
wird die Tribung durch die Gesamtzellkonzentra-
tion bestimmt, die wahrend des Ubergangs zur sta-
tionaren Wachstumsphase konstant bleibt und in
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der nachfolgenden Absterbephase durch Zelllyse
sinkt. Die in der ersten Kultivierung eingesetzte
Durchlichtsonde bestatigt die in den Korrelations-
versuchen ermittelte Empfindlichkeit im relevanten
Konzentrationsbereich von 0,5 bis 7106 Z mL™". Die
Verwendung von Nahinfrarot-Tribungssonden
(NIR) wird in der Literatur fur unterschiedliche Zell-
kulturprozesse einschlieBlich Insektenzellkultur be-
schrieben [1, 8, 14]. Die Begasung durch den ver-
wendeten Ringsparger zeigte keinen erheblichen
Einfluss auf die Stabilitdt des Messsignals. Im Ge-
gensatz zur dielektrischen Spektroskopie kann die
Tribungsmessung durch jegliche Partikel und dis-
pergierte Blasen aufgrund von Streueffekten beein-
flusst werden [9, 15]. Eine geeignete Dampfung des
Messwertes wurde durch die Bildung des gleiten-
den Durchschnitts (n=5) mit dynamischem Fenster
durchgefiihrt. Des Weiteren kann Rauschen, das
z.B. durch die Interaktion einer Gasblase am Mess-
fenster durch digitale Unterdriickung herausgefiltert
werden. Sowohl die Parameter der Dampfung als
auch der Rauschunterdriickung sind abhangig von
dem eingesetzten Kultivierungssystem und vorhan-
denen StorgrolRen und erfordern eine Parametrie-
rung unter realen Prozessbedingungen. So bedarf
der Einsatz der Trubungssonden in mikrobiellen
Fermentationen aufgrund der hohen Anzahl kleiner
dispergierter Blasen eine erheblich héhere Glattung
des Messwertes, die wiederum zu Verzdgerungen
im Ansprechverhalten fuhrt. (Daten nicht gezeigt)

In einer Kultivierung von HEK-Zellen wurde ein
Prototyp der Ruckstreusonde 3 mit erhdhter Auflo-
sung im unteren Konzentrationsbereich erfolgreich
eingesetzt. In Abbildung 7 sind die Kultivierungs-
daten einer HEK-Zelllinie dargestellit.
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Abbildung 7: Fed-Batch-Kultivierung von HEK-Zellen in
5 L Kulturmedium, (Schwarz): Offline-Zellkonzentra-
tion [Z mL", (Rot): Vitalitét [%], (schwarze Linie): Tri-
bung der Riickstreusonde 3 [CDU] wahrend der Kultivie-
rung Uber der Prozesszeit [h].
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Im untersuchten Konzentrationsbereich wiesen
die Tribungsdaten ein Rauschen auf. Das Tri-
bungssignal wurde daher im Anschluss an die Kul-
tivierung mittels eines gleitenden Durchschnitts
(n=10) geglattet. Zur Implementierung der Sonde
fur die zeitliche Abstimmung von SchlUsselereignis-
sen wie Transfektion und Ernte werden derzeit wei-
tere Reaktorkultivierungen durchgefihrt. Mittels
kombinierter PAT-Technologie wie dielektrischer
Spektroskopie und Turbidimetrie wird in etablierten
Kultivierungssystemen Prozessverstandnis gene-
riert, das den Transfer des Prozesses in Single-use
Systeme ermoglicht.
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