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Kurzfassung

Die moderne biopharmazeutische Industrie beschaftigt sich mit der Herstellung von
Wirkstoffen, die in Bioprozessen produziert werden. Ein breites Anwendungsgebiet haben
Biopharmaka, zu denen Impfstoffe, therapeutische Proteine und biologische Molekiile gehéren.
Sédugetierzellen bilden eine wichtige Gruppe der Wirtszellen in der Bioproduktion. Der
Zellkultivierungsprozess der Saugetierzellen ist komplexer als andere Grundoperationen (Engl.
unit operations), daher sind hierbei umfangreiche Prozessiiberwachung und -kontrolle

notwendig, um eine hohe Qualitat und Sicherheit der Biopharmaka zu gewahrleisten.

Im Rahmen der PAT-Initiative (Engl. Process Analytical Technology) setzen sich die
biopharmazeutische Industrie und die regulatorischen Behérden dafiir ein, dass der Bioprozess
genauer Uberwacht und verstanden wird. Auf Basis von Multivariate Datenanalyse (MVDA)
und Sensorik mit modernen Prozessanalysetechniken, zwei PAT-Elemente, stellt die Methode

der Spektroskopie zur Bioprozessiiberwachung als geeignet dar.

Die Arbeit behandelt die Evaluierung der MIR-, 2DF- und UV/VIS-Spektroskopie zur
Uberwachung eines Zellkultivierungsprozesses mit CHO-Zellen. Methoden aus der MVDA
wurden stets verwendet. In erstem Teil der Arbeit wurde mit Hilfe der MIR- und 2DF-
Spektroskopie finf CPPs (Engl. critical process parameters) untersucht: Glucose-, Laktat- und
Glutamin-Konzentrationen, sowie Gesamtzellzahl und Lebendzellzahl. Es konnte gezeigt
werden, dass die beiden spektroskopischen Methoden parallel zu einander verschiedene
Zielanalyten simultan detektieren kdnnen. In zweitem Teil der Arbeit wurde eine Methode zur
gezielten Induktion von Apoptose in CHO-Zellen entwickelt. Es konnten mit der Methode
Zellkulturen mit verschiedenem Anteil apoptotischer Zellen generiert werden. Die induzierte
Apoptose wurde als ein neuer Prozessparameter im letzten Teil der Arbeit eingefuhrt. Die 2DF-
und UV/VIS-Spektroskopie diente hierbei erfolgreich der Uberwachung, um den Anteil

apoptotischer Zellen sowie die Gesamtzellzahl im Bioreaktor zu detektieren.

Schlagworter: Bioprozessiberwachung, MIR-Spektroskopie, 2DF-Spektroskopie, UV/VIS-
Spektroskopie, Multivariate Datenanalyse (MVDA), Apoptose, Saugetier-

zellkultivierungsprozess



Abstract

The modern biopharmaceutical industry is engaged with the production of therapeutics that are
manufactured in bioprocesses. Biopharmaceutical drugs can be used in different fields, such as
vaccines, therapeutic proteins and further biological molecules. Mammalian cells belong to one
of the most important systems for bioproduction. The cell culture process is more complex
compared to other unit operations. An extensive process monitoring and control is essential to

ensure the high quality and safety of the biopharmaceutical drugs.

The biopharmaceutical industry and the regulatory authorities are promoting through PAT-
Initiative that bioprocesses should be monitored properly and understood thoroughly.
Spectroscopy, which combines both PAT elements of multivariate data analysis (MVDA) and
modern sensor technology in process analytics, makes a good method for monitoring
bioprocesses.

This thesis evaluates the MIR-, 2DF- and UV/VIS-spectroscopy for monitoring a CHO cell
culture process. Methods of MVDA were used throughout the thesis. The first part of the thesis
investigated the implementation of MIR- and 2DF-spectroscopy to monitor five different CPPs
(critical process parameters) which were glucose-, lactate- and glutamine concentrations as well
as TCC (total cell counts) and VCC (viable cell counts). It showed that parallel to each other,
both spectroscopic methods could detect different analytes simultaneously. In the second part
of the thesis, a method to conduct targeted induction of apoptosis in CHO cell cultures was
developed. This easy-to-handle method was able to generate cell cultures with different degrees
of apoptosis as desired. The induced apoptosis was then defined as a new process parameter to
be monitored in the last part of the thesis. Using 2DF- and UV/VIS-spectroscopy, the degrees
of apoptosis in the cell culture as well as both total and viable cell counts were monitored. The
results showed that the UV/VIS spectroscopy was able to predict the progression of apoptosis

in the cell culture as well as the TCC in bioreactor.

Key words: bioprocess monitoring, MIR-spectroscopy, 2DF-spectroscopy, UV/VIS-

spectroscopy, multivariate data analysis (MVVDA), apoptosis, mammalian cell culture process
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Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

,,Ich sehe was, was du nicht siehst und das ist ... “

Datenanalyse macht das Unsichtbare sichtbar. Heutzutage sind Daten eine enorm wichtige
Ressource, die Gberall und zu jeder Zeit generiert und aufgezeichnet wird. Die Kunst der
Datenanalyse ist es, mit passenden Werkzeugen die verborgene Information flr weitere
Zwecke nutzbar zu machen, wie z.B. eine Prozessuberwachung durch Riickschliisse aus den

gewonnenen Daten einer indirekt (iberwachten Prozessgrolie.

In der biopharmazeutischen Industrie werden Daten aus allen Bereichen akribisch
gespeichert und analysiert, wie von den regulatorischen Behtrden vorgegeben. All diese
Daten dienen der Einhaltung von Qualitdt und Sicherheit der Biopharmaka. Zu den
meistverbreiteten Biopharmaka gehoren Antikorper und Impfstoffe, sowie weitere
biologisch hergestellte Molekiile. Der Anwendungsbereich der biologisch hergestellten
Produkte ist vielfaltig, vom Einsatz in Arzneimitteln zur Senkung des Cholesterinspiegels
[1] bis zur Verwendung der monoklonalen Antikoérper oder ADCs (Engl. antibody drug
conjugates) fir die Behandlung von Krebspatienten [2].

Gegenwartig befindet sich die ganze Welt in einer globalen Pandemie (COVID-19).
Impfstoffe und therapeutische Antikorper, viele davon biologisch hergestellt, sind
Hoffnungstrager, um dieser Pandemie ein Ende setzen zu konnen. Im Fokus der
internationalen Aufmerksamkeit steht die Qualitdt der Impfstoffe und Arzneimittel. Um
eine groRtmogliche Akzeptanz der Vakzine in der Bevodlkerung zu erreichen, ist es
unerlasslich Qualitat, Wirksamkeit und Sicherheit der Impfstoffe weltweit auf hohem
Niveau zu prifen und sicherzustellen. Zwei wichtige Aspekte sollen dabei garantiert werden:
Die hohe Qualitat bei der Produktherstellung und die konstante Reproduzierbarkeit des

Prozesses, um eine stets gleichbleibend hohe Qualitat der Impfstoffe garantieren zu kénnen.

Die PAT-Initiative (Engl. Process Analytical Technology) der FDA und der QbD-Ansatz
(Engl. Quality by Design) der ICH stellen Methoden und Werkzeuge fir die Entwicklung
und Herstellung sicherer und qualitativ hochwertiger Arzneimittel zur Verfligung. Und sie
sind zwei Kerndokumente zur Definition der cGMP im 21. Jahrhundert [3]. Der QbD-
Ansatz fokussiert sich darauf, Qualitat von Anfang an in ein Produkt zu integrieren, statt sie

nachtréglich in Produkte hineinzutesten [4]. Als ein wissenschaftlicher und risikobasierter



Einleitung und Zielsetzung

Ansatz betont QbD die Notwendigkeit eines tiefgreifenden Verstandnisses aller Aspekte der
Produktionsprozesse und deren Kontrolle sowie daruber, welche Einflusse die wichtigen
Prozessparameter auf die Produkteigenschaften nehmen. Ein wesentlicher Bestandteil des
QbD-Ansatzes ist somit die Identifizierung dieser Kkritischen Prozessparameter (CPPs) und
deren Uberwachung in Echtzeit wahrend der Prozessfiihrung [5] mit dem Ziel, die Qualitét
des Endproduktes durch diese Prozessuberwachung sicherzustellen.

In den letzten Jahren erwiesen sich die im Rahmen der PAT-Initiative eingesetzten
Methoden als effizient und zuverlassig fur die kontinuierliche Prozesstiberwachung und -
kontrolle. Die PAT-Elemente beinhalten u.a. die Multivariate Datenanalyse (MVDA), die
Sensorik mit modernen Prozessanalysetechniken sowie Prozessfiihrungsstrategien. Unter
den PAT-Sensoren, die fir die Bioprozessiberwachung verwendet werden, zeichnet sich
die Spektroskopie durch ihre Fahigkeit zur gleichzeitigen Uberwachung verschiedener
kritischer Prozessparameter in Echtzeit aus [6]. Aus den riesigen - mittels spektroskopischer
Methoden - im Bioprozess erhobenen Datenmengen, werden durch Einsatz der MVDA die
relevanten Prozessinformationen extrahiert und somit die Bioprozessuberwachung mittels

Spektroskopie realisiert [7].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine Evaluierung der multimodalen spektroskopischen
Methoden zur Uberwachung (bzw. Beobachtung oder Beschreibung) eines Industrie-
ahnlichen Kultivierungsprozesses mit Saugetierzellen im Rahmen der PAT- und QbD-
Ansitze. Die Multimodalitat der Uberwachungsmethoden soll in drei Teilen dieser Arbeit
sukzessiv erlautert werden. Im ersten Teil der Arbeit wird untersucht, ob mit Hilfe der MIR-
und 2DF-Spektroskopie eine ganzheitliche Prozessiiberwachung an drei niedermolekularen
Analyten und den Zellzahlen (Gesamtzellzahl und Lebendzellzahl) erfolgreich ist. Im
zweiten Teil der Arbeit soll eine einfache Methode zur gezielten Induktion der Apoptose in
CHO-K1 Kulturen entwickelt werden, um dadurch den Anteil apoptotischer Zellen in einer
Kultur steuern zu konnen. Die gezielt induzierte Starke der Apoptose dient nun im letzten
Teil der Arbeit als ein neuer Parameter in einer vertieften Uberwachung der
zellphysiologischen und -morphologischen Zustdnde mittels 2DF- und UV/VIS-
Spektroskopie. In der vertieften Betrachtung der Zellenzustande sollen zunédchst die
Maoglichkeiten der spektroskopischen Methode UV/VIS zur Beobachtung der Zellzahlen
mit 2DF-Spektroskopie verglichen werden. Die abschlieende Untersuchung soll zeigen,

ob die Starke der Apoptose im Kultivierungsprozess tiberwacht werden kann. Anhand der
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Ergebnisse werden die Machbarkeit und Grenzen der MIR-, 2DF- und UV/VIS-
spektroskopischen Methoden in der Bioprozessuberwachung untersucht und diskutiert.



Theoretische Grundlagen

2. Theoretische Grundlagen

Dieser Teil bietet eine theoretische Grundlage zur Fragestellung dieser Arbeit an. Drei
Teilbereiche werden erklart und erldautert. Der erste Teil soll den Hintergrund der
Bioprozessiiberwachung mit Spektroskopie schildern. Folgend werden die Prinzipien der
Multivariate Datenanalyse mit Spektraldaten erklart. Zum Schluss im dritten Teil werden
die theoretischen Grundlagen der Apoptose und deren gezielte Induktion vorgestellt.

2.1 Bioprozessuberwachung mit Spektroskopie

Die Process Analytical Technology (PAT) Initiative ist seit 2004 ein viel diskutiertes Thema
in der biopharmazeutischen Industrie. Die Initiative wirbt dafir, dass mit neuen
wissenschaftlichen Methoden eine kontinuierliche Uberwachung der Herstellungs-prozesse
von Biopharmaka flr eine zuverlassige und gleichbleibende Produktqualitét erreicht werden
kann. Die Prozesstuberwachung soll auf Basis von tiefgreifendem Prozessverstandnis
realisiert werden. Mit Hilfe der Uberwachung von kritischen Qualitatsparametern und
kritischen Prozessparametern soll die Qualitdt des Endprodukts gesichert werden. Die
Qualitat soll nach vorgegebenen Prozessablaufen und Prozessparametern bereits geplant
sein (Engl. Quality by Design, QbD). In diesem Abschnitt wird der theoretische Hintergrund
von Zellkulturprozessen mit CHO Zellen und die Uberwachungsmaoglichkeiten von

Bioprozessen vorgestellt.

2.1.1 CHO Zellen

Saugetierzellen dienen als wichtigstes Vehikel fir die Herstellung von rekombinanten
Proteinen fur die klinische Anwendung, da sie in der Lage sind, wichtige posttranslationale
Proteinmodifikationen (PTM) durchzufiihren. Die dadurch hergestellten rekombinanten
Proteine haben eine ahnliche Struktur zu den Human-Proteinen [8]. Unter den bereits
vermarkteten und sich noch unter klinischen Studien befindenden therapeutischen Proteinen,

wird eine grof’e Mehrheit in den Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen hergestellt [9].
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CHO Zelllinien haben eine lange Geschichte in der biopharmazeutischen Industrie flr die
Herstellung von therapeutischen Proteinen (z.B. monoklonale Antikdrper). Eine CHO
Zelllinie wurde im Jahr 1956 zum ersten Mal im Labor des Eleanor Roosevelt Institute for
Cancer Research etabliert. Im Jahr 1971 wurde die CHO Zelllinie so angepasst, dass sie in
Suspensionskultur wachsen kann. Diese Fahigkeit bringt einen wesentlichen Vorteil fiir die
spatere Produktion im groflen MaRstab. Das erste von CHO Zellen hergestellte
therapeutische Protein (ein Gewebespezifischer Plasminogenaktivator, Handelsname:
Activase®) wurde im Jahr 1986 von Genentech in den Markt gebracht. Heutzutage werden
mehr als 100 rekombinante therapeutische Proteine von CHO Zellen hergestellt, die
erfolgreich bei der FDA und EMA registriert sind [10-12].

Die Anpassung von CHO Zelllinien an chemisch definierte Medien bringt den Vorteil, dass
der Rohstoff kontrolliert werden kann und minimiert die Variabilitit der Zusammensetzung
von Charge zu Charge. Diese Eigenschaft besitzen die serumhaltigen Medien nicht, da
Serum ein biologisches Produkt ist. Eine Klar definierte chemische Zusammensetzung ist
eine VVoraussetzung fur die Medien-Optimierung. Das Ziel der Medien-Optimierung ist eine
bessere Produktivitat zu erzielen [13].

In den letzten Jahrzehnten wurden bereits zuverlassige Expressionssysteme mit CHO Zellen
entwickelt und diese ermdglichen eine hohe Prozessausbeute an Endprodukt [14, 15]. CHO
Zellen sind somit die beliebtesten Produktionsvehikel fiir therapeutische Proteine. Ebenfalls
durch die lange Geschichte und Erfahrung mit regulatorischen Behdrden, ist es leichter mit
bereits gut entwickelten CHO Zelllinien biopharmazeutische Forschung und Produktion zu
betreiben. In Hinsicht auf die Weiterentwicklung von Bioprozessen mit CHO Zellen, zielen
Forschungs- und Entwicklungsgebiete auf Hochzelldichte, kontinuierliche Bioprozesse,

intensivierte Bioprozesse (Engl. Process Intensification, PI) und Ausbeutesteigerung etc.

2.1.2 CHO-Zellkulturprozess und Prozesstiberwachung

Zellkulturprozesse sind Herstellungs- und Aufreinigungsprozesse mit tierischen oder
pflanzlichen Zellen fir die Produktion von biopharmazeutischen Wirkstoffen. Die
Wirkstoffe werden meist nach der intrazellularen Bildung in die Prozessumgebung

ausgeschieden. In solchen Féllen erfolgt die Aufreinigung des Produktes durch eine
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physikalische Abtrennung von Zellen und durch mehrere biochemischen/physikalischen
Aufreinigungsschritte. Die zellfreien Unit Operations (trennbare Grundoperationen in
Bioprozessen) sind Teile des Downstream Processing (DSP). Die Aufreinigung von
rekombinanten Proteinen wird meistens in mehrere Chromatographie-Schritte und Dia-
[Ultrafiltration aufgeteilt. In der GMP-Produktion kommen zudem noch Virus-

Inaktivierung und Virus-Filtration dazu.

Im Gegensatz zum Downstream Processing ist das USP (Engl. Upstream Processing)
komplexer, da lebende Zellen im Prozess beteiligt sind. Die wichtigste Grundoperation ist
der Kultivierungsprozess im Bioreaktor. Im Bioreaktor ist eine definierte und kontrollierte
Umgebung fiir das Zellwachstum und auch die Produktion des Wirkstoffs vorhanden. Der
Bioreaktorinhalt besteht aus drei unterschiedlichen Phasen: den Zellen als Festphase, dem
Medium als flissige Phase und der Begasung als Gasphase [16]. Es besteht ein standiger
Austausch zwischen den drei Phasen. Der Bioreaktor ist kein geschlossenes System. Fir das
Wachstum der Zellen wird der Bioreaktor stdndig begast. Substrate, Nahrstoff und/oder

Medium werden je nach Prozessfuhrungsstrategie ebenfalls in den Bioreaktor zugegeben.

Vorkultur
P -
| — \
Bioreaktor
) ~—il Medium Prozessparameter [ W
Atline Analysator » Glucose — +  Temperatur R
+  Glutamin «  Agitation Inline Sensoren
* Aminosaure * pH
*  Spuren- *  Feedrate !
elemente = 0 -
*  Weitere = CO, (I/M
Jiii.l ...... Nahrstoffe *  Weitere J
Parameter
E tee Sensoren am
Offline Probennahme Bypass
(Glucose, Laktat,
Glutamin, Zellzahl, Zellernte

Apoptose, etc.)

Abbildung 1: Skizze eines CHO-Kultivierungsprozesses im Bioreaktor mit Taxonomie von Prozess-

sensoren: inline, atline, offline und durch Bypass-System [17]
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In Abbildung 1 ist eine Skizze von einem typischen CHO-Zellkulturprozess im Bioreaktor
zu sehen. Die wichtigsten Bestandteile des Mediums sind zusammen mit den
Prozessparametern aufgelistet. Unter den Bedingungen sind die CHO Zellen in der Lage,
das Produkt herzustellen. Als Beiprodukte zahlen Laktat und Ammoniak, die als Zellgifte
fir die CHO-Zellen wirken. Um die Produkt-Qualitdt und Zellzahl zu erhdhen ist ein
detailliertes Wissen tiber den zelluldren Metabolismus und deren Wechselwirkung mit den
Medien-Komponenten erforderlich. Verbesserungen bringt eine gezielte Medien-
Optimierung und Prozesssteuerung, um die Nebenprodukte zu reduzieren und mdglichst

lange optimale Wachstumsbedingungen zu erhalten.

Generell werden Bioprozesse in drei verschiedene Arten betrieben: Batch-Prozess, Fed-
Batch-Prozess und kontinuierliche Prozesse. Bei einem Batch-Prozess sind alle bendtigten
Substrate, Medium und Nahrstoffe zum Zeitpunkt der Inokulation bereits im Bioreaktor.
Der Zellkulturprozess wird mit einem festen Volumen durchgefiihrt. Die Substrate werden
verbraucht und Metaboliten/Beiprodukte werden im Bioreaktor akkumuliert. Ein Fed-
Batch-Prozess wird fur die Anfangsphase als Batch-Prozess durchgefuhrt. Zum Zeitpunkt
der Substrat-Limitierung, wird Né&hrstoff/Medium in den Bioreaktor gegeben, damit die
Zellen weiterwachsen kénnen. Ein Fed-Batch-Prozess kann zwar die Substrat-Limitierung
kompensieren, aber der Akkumulation der Metaboliten nicht entgegenwirken. Viele
Metaboliten wirken als Zellgift, Wachstumsinhibitoren oder als Induktionsfaktoren zur
Apoptose. Pereira et al. hat 2018 in einer Publikation insgesamt 45 solche

Metaboliten/Beiprodukte aus CHO Zellkultivierungsprozessen aufgelistet [18].

Damit bei einem Kultivierungsprozess keine Substrat-Limitierung und Akkumulation der
Zellgifte auftreten, gibt es noch eine modernere Art von Prozessfliihrung: kontinuierliche
Prozesse. Mit Hilfe von Technologien, wie Inclined Settler oder ATF Module (Engl.
Alternating Tangential Flow) konnen frische Nahrstoffe standig in den Bioreaktor
hinzugefigt und gleichzeitig ungewinschte Zellgifte in niedriger Konzentration gehalten
werden. Die Zellzahl kann durch eine kontinuierliche Prozessfihrung auf Gber 200
Millionen Zellen/mL steigen [19]. Mit der kontinuierlichen Prozessfuhrung kann eine
hohere Produktivitat erreicht werden und die Dauer eines Prozesses kann vielfach verlangert
werden. Ein typischer Fed-Batch Zellkulturprozess im Bioreaktor in der GMP-Produktion
dauert ungefdhr 12 — 14 Tage. Bei kontinuierlichen Kultivierungsprozess kann die stabile

Phase Uber 50 Tage lang halten [20]. Der Perfusionsprozess entwickelt sich langsam und
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stetig zu einer standardisierten Prozessfiihrungsstrategie der biopharmazeutischen Industrie.
Es gibt noch Hurden bei den regulatorischen Behdrden zu nehmen. Es ist anspruchsvoll, die
regulatorische Validierungsarbeit bei einem kontinuierlichen Prozess erfolgreich

abzuschlieRen, da eine klare Definition des Batches schwierig ist [21].

Durch die Beteiligung von lebenden Zellen und vielfaltigen Prozessfihrungsstrategien ist
der Kultivierungsprozess eine komplexe Grundoperation mit vielen Prozessvariablen. Die
Fahigkeit zur Uberwachung und Kontrolle aller Prozessvariablen wahrend eines
Bioprozesses in Echtzeit ist erstrebenswert. Die PAT-Initiative der FDA hat einen engen
Bezug zur Bioprozessuberwachung und -kontrolle. Die Produktqualitdt kann durch
tiefgriindiges Prozesswissen erhoht werden. Dieses Prozesswissen wird durch Einsetzen

effektiver und geeigneter Sensoren erreicht [22].

In Abbildung 1 sind vier unterschiedliche Prozesssensoren-Anbindungsmethoden zu sehen.
Die offline Probennahme mit anschlieRender Analyse stellt die klassische Methode dar. Ein
Prozesssensor kann in drei unterschiedlichen Arten und Weisen am Bioreaktor angebunden
sein, um den Prozess zu Uberwachen. Bei allen Anbindungsmethoden darf die Sterilitat des
Bioreaktors nicht geféhrdet werden. Ein inline Sensor hat direkten Kontakt mit dem Inhalt
des Bioreaktors (invasiv). Bei den optischen Sensoren ist oft ein Quarzglas zwischen dem
Sensor und dem Inhalt des Bioreaktors (nicht-invasiv) als Trennung vorhanden [7]. Nicht-
invasive Einbindung des Prozesssensors hat den Vorteil, dass das Risiko einer
Kontamination des Zellkultivierungsprozesses minimiert wird. Inline Sensoren kénnen an
einem Bypass-System angebracht werden, denn ein Bioreaktor hat meist limitierte
Anbindungsplatze. Der Vorteil eines Bypass-Systems ist die Mdglichkeit zur zellfreien
Messung. Zu den Nachteilen zéhlen Sauerstofflimitierung und evtl. geringe

Reprasentativitét fir den Bioreaktorinhalt.

Bei atline Prozesssensoren ist meist ein automatisiertes Probennahme-System integriert und
anschlieBend wird die Probe an einem Analysator gemessen. Offline Probennahme ist
zeitaufwendig und je nach Anforderung der Qualitatskontrolle, kann eine hé&ufige
Probennahme notwendig sein. Das erhoht das Risiko der Kontamination. Durch die
innovative Prozesssensor-Entwicklung sollen mehr Prozesssensoren mit der Fahigkeit zur
online Uberwachung in Echtzeit die offline Probennahme ersetzen. Eine
Bioprozessiiberwachung ist online, wenn inline oder atline Sensoren ununterbrochen

Messungen/Analysen durchfiihren und die Ergebnisse zeitnah zur Verfligung stehen [22].
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Inline Prozesssensoren fir die Bioprozessiberwachung finden bereits Einsatz in der
Industrie, und weitere neuartige Sensoren werden stetig entwickelt. So sind fir die
Prozessiiberwachung und -kontrolle am Bioreaktor elektrochemische Sensoren notwendig,
um die pH- und pO2-Werte zu kontrollieren, damit optimale Bedingungen fiir das
Zellwachstum und Produktbildung herrschen. Das Messprinzip fur pH mit
elektrochemischen Sensoren beruht auf Potentiometrie und Amperometrie. Das
Messprinzip fur Sauerstoffpartialdruck (pO2) beruht auf die Messung der Verénderung des
elektrischen Potenzials. Fir die pH und pO2 Messungen stehen auRerdem neuartige optische
Chemosensoren zur Verfugung. Weitere physikalische Sensoren spielen eine wichtige Rolle,
z.B. fiir die Temperatur-Messung und die Detektion von tibermé&Riger Schaumbildung [22].
AuRerdem werden Sensoren fir die elektrische Kapazitat bereits fur die Bestimmung
viabler Zellen angewandt [23]. Neuartige optische und spektroskopische Sensoren finden
mehr und mehr Zuspruch in Forschung und Industrie, um neue Madoglichkeiten zur

Bioprozessiiberwachung zu ermaglichen [6, 7, 22, 24].

2.1.3 Spektroskopie zur Bioprozessiiberwachung

In der Spektroskopie vereinen sich mehrere Messverfahren, die Wechselwirkungen
zwischen der elektromagnetischen Strahlung und Materie untersuchen [25]. Die
unterschiedlichen Methoden der Spektroskopie unterscheiden sich in dem verwendeten
Spektralbereich und in dem daraus resultierenden Informationsgehalt. Die verwendeten
Spektralbereiche erstrecken sich von langwelligen Radiowellen (ber Infrarot bis zu y-
Strahlung im Bereich des Picometers. Der breite Spektralbereich ermdglicht den Einsatz der
Spektroskopie  fir unterschiedlichste Forschung und Anwendungen. In der
Bioprozessiiberwachung ist der Spektralbereich von UV bis Infrarot von Interesse. Biechele
et. al hat zusammengefasst, welche Anwendungen fur die Bioprozess-iberwachung mit
UV/VIS-, NIR-, MIR- und Fluoreszenzspektroskopie moglich sind. Abbildung 2 zeigt die

detektierbaren Prozessvariablen mit den drei spektroskopischen Methoden [22].
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* BSA
» Zelldebris * Glucose * Fructose
* Toxische * Laktat * Essigsaure |
Substanzen * Antikérper * Ethanol
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Fluoreszenz

* Proteine + NAD(P)H
* Vitamine -+ Zellmasse
* Pyruvat * Ethanol
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Abbildung 2: Spektralberiech flr Bioprozessiiberwachung mit detektierbaren Prozessvariablen [22]

In der optischen Spektroskopie sind Absorption, Reflexion, Emission und Streuung die
Hauptwechselwirkungen zwischen elektromagnetische Strahlung und Materie. Die
Absorption wird mit dem Lambert-Beer'schen Gesetz berechnet (siehe Gleichung 1).

A= lg(ITO) =(C-d-¢ (Gleichung 1)

In der Gleichung ist gut zu erkennen, dass die Absorption A der elektromagnetischen
Strahlung proportional zur Konzentration C des absorbierenden Stoffes, der Dicke bzw. der
durchstrahlten Strecke der Probe d und dem molaren Absorptionskoeffizienten ¢ ist. Die
optischen spektroskopischen Methoden haben vielfaltige Einsatzmdglichkeiten. Es bietet
sich an, mehrere Messmethoden gleichzeitig fur die Prozessiiberwachung anzuwenden. Die
Multimodalitdt kann somit mehr Informationen aus dem Prozess liefern und die
Erweiterung an Prozesstiberwachung bringt den Vorteil, dass die Methoden sich gegenseitig

kalibrieren oder validieren konnen.

Kombiniert mit PAT sind die spektroskopischen Sensoren in der Lage, diverse CPPs
(kritische Prozessparameter) zu Uberwachen, zu denen chemische, biologische und
physikalische Variablen zéhlen [6]. Des Weiteren entfallt die stdndige Probennahme und

die Methode kann gleichzeitig mehrere Analyten/Prozessparameter detektieren. Weitere
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Vorteile sind die schnelle Analyse, die robuste Datenaufzeichnung und die Sensitivitét der
Methode [6, 22, 24]. Mit Multivariate Datenanalyse (MVDA) werden Prozessinformation
aus den Spektraldaten extrahiert. Die Theorie Uber die MVDA wird im néachsten Kapitel

vorgestellt.

2.1.3.1 MIR-Spektroskopie

IR-Spektroskopie ist eine schwingungs-spektroskopische Methode, wobei Molekiilrotation
und -schwingungen angeregt und detektiert werden. Diese Schwingungen sind
charakteristisch  fiir bestimmte funktionelle Gruppen des Molekils und jeder
organische/anorganische Stoff hat seine eigene Schwingungen [26]. Es wird zwischen dem
nahen Infrarot (NIR: 740 nm — 1300 nm) und dem mittleren Infrarot (MIR: 1300 nm — 15000
nm) unterschieden. In der MIR-Spektroskopie kénnen organische funktionelle Gruppe
beobachtet werden, da in diesem Spektralbereich des MIR charakteristische
Absorptionsbanden gut zu sehen sind. Somit enthalten die MIR Spektren Informationen
uber die funktionellen Gruppen der Molekiile und deren Struktur. Molekiile wie Glucose,
Laktat, Fructose, Essigsdaure und auch Antikdrper haben charakteristische
Absorptionsspektren und sie kénnen im Bioprozess quantitativ und spezifisch bestimmt
werden [27]. Die MIR Spektren von Gemischen zeigen Additionseffekte, d.h. dass die
Spektren einzelner Komponenten addiert werden. Spektralbereiche konnen einzeln
betrachtet werden, wenn einzelne Komponenten in diesen Bereichen Informationsgehalt
(Stéarke der Absorption) fur die Quantifizierung aufweisen. Der Additionseffekt der MIR
Spektren stellt somit kein Hindernis fir die Quantifizierung der Komponenten im Gemisch
dar [22].

Transmission ist die klassische Messmethode und dabei wird eine Probe mit Infrarot-
Strahlung durchstrahlt. Danach wird der Anteil der Strahlung gemessen, der die Probe
durchdrungen hat. Die Transmission ist abhdngig von der Dicke der Probe. Fir die
Bioprozessiiberwachung, dhnlich wie fiir die Uberwachung chemischer Reaktionen, wird
die ATR (Engl. attenuated total reflectance: abgeschwdchte Totalreflexion) Messmethode
verwendet. Hierbei wird unter anderem die Intensitat des reflektierten Lichtes gemessen,
unabhangig davon, wie tief die Infrarot-Strahlung in die Probe eindringen kann. Abbildung
3 zeigt die beiden Methoden.
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Probe

\ Probe
N \

Transmission ATR

Abbildung 3: IR-Spektroskopie Messmethoden Transmission und ATR

Der ATR-Sensor ist robust und abriebfest und kann in rauer chemischer Umgebung
verwendet werden. Fur milde Bioprozessbedingungen bestehen keine Bedenken zur

Nutzung dieser Methode.

MIR-Spektroskopie wurde bereits in diversen Applikationen und Publikationen fur die
Anwendung in der Bioprozessiberwachung beschrieben. Die Anwendung wurde sowohl
in-situ als auch ex vivo erprobt. Die Wirtszellen erstrecken sich von Mikroorganismen

(E.coli, S. cerevisiae, P. pastoris etc.) bis zu Saugetierzellen (CHO-Zellen) [22, 28, 29].

2.1.3.2 UVIVIS-Spektroskopie

UV/VIS-Spektroskopie nutzt elektromagnetische Wellen des ultravioletten (UV) und des
sichtbaren (VIS: visible) Lichtes, um die Elektronen der Molekile anzuregen.
Lichtabsorption in diesem Bereich (UV und VIS) wird durch Elektronenibergénge
zwischen unterschiedlichen Zustanden im Molekiil verursacht. Die Ubergéange werden in
ungeséttigten Bindungen, z.B. Aromaten, konjugierten Doppelbindungen, Heteroatome mit

freien Elektronenpaaren beobachtet [97]. Proteine und DNA werden somit detektierbar.

In der UV/VIS-Spektroskopie werden Absorption, Streuung, Brechung, Beugung und
Reflexion gemessen. Das sichtbare und UV-Licht wird durch die funktionellen Gruppen
absorbiert. Eine charakteristische Absorptionshande ist im UV/VIS-Spektrum zu sehen,
wenn Licht in einer Wellenlange absorbiert wird, die fur die funktionelle Gruppe spezifisch
ist. Tryptophan hat eine maximale Absorption bei 280 nm, wahrend Tyrosin bei 275 nm

und 195 nm eine maximale Absorption hat. NAD™ hat eine maximale Absorption bei 260
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nm, wahrend NADH/NADPH bei 340 nm und 260nm die maximale Absorption zeigt.
Nukleotide haben maximale Absorptionen bei 271 nm (Cytosin), 267 nm (Adenosin), 265
nm (Thymin), 262 nm (Uridin) und 248 nm (Guanin) [98, 99].

Moderne UV/VIS Messgerdte basieren auf der Anwendung des Lichtwellenleiters,
gekoppelt mit Photodiodenzellen. Diese Technologie ist in der Lage, einige Analyte in
wassriger Losung zu detektieren [30-32]. Moderne UV/VIS Spektrometer sind sensitiv,
schnell, kompakt und robust fir die Anwendung in der Prozessiuberwachung. Hinzu kommt,
dass UV/VIS Spektrometer kostenglinstig sind. Der Einsatz der UV/VIS-Spektroskopie in
der Bioprozessiuberwachung wurden bereits in einigen Applikationen oder
Veroffentlichungen beschreiben. Diese Methode wurde verwendet, um Substrate,
Metaboliten, Produkt und auch toxische Substanzen im Bioprozess zu detektieren [6, 7, 31,
33].

2.1.3.3 2D Fluoreszenz (2DF) - Spektroskopie

Das Prinzip der Fluoreszenz-Messung ist die Wechselwirkung zwischen Licht und Materie.
Fluoreszenz ist eine Form der Lumineszenz, bei der ein von Photonen angeregtes Molekdl
durch Emission von Licht wieder seinen Grundzustand annimmt. Diese ungerichtete

Emission von Licht wird als Fluoreszenz bezeichnet [34].

Fluoreszenzspektroskopie ist eine sehr verbreitete spektroskopische Methode. Seitdem die
Autofluoreszenz  lebender Zellen im Jahr 1957 entdeckt wurde, wird die
Fluoreszenzspektroskopie haufig in der Bioanalytik eingesetzt [35]. Da die
Fluoreszenzmessung sehr empfindlich gegentiber der Veréanderung von strukturellen und
dynamischen Eigenschaften der Biomolekdle ist, bietet die Fluoreszenzspektroskopie
vielféltige Einsatzmdglichkeiten, von einfacher Messung der Emissionsintensitéat bis zur
anspruchsvollen  Bioprozessuberwachung. Historisch gesehen waren die ersten
Fluoreszenzsensoren auf die Messung der NAD(P)H-Fluoreszenz ausgerichtet [36]. Spater
wurde die Technik in der Kultivierung verschiedener Stamme von Mikroorganismen und
Séugetierzellen zur Online-Bestimmung der Biomassen eingesetzt. Nachdem die
Mehrkanal-Spektrometer entwickelt wurden, vervielfachten sich die Informationen aus dem

gemessenen System, da die Spektren mehrerer Fluorophore gleichzeitig erfasst werden
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konnen. Diese Mehrkanalspektroskopie (2D Fluoreszenz-Spektroskopie) spielt eine grolie
Rolle bei der Bioprozessiberwachung [22, 24, 34, 37].

Bei der Fluoreszenzspektroskopie wird die Fluoreszenzintensitdt von bestimmten
Anregungs- und Emissionswellenldnge gemessen. Bei der 2D Fluoreszenz-Spektroskopie
werden Emissionsspektren fir mehrere Anregungswellenldngen aufgezeichnet. Der
Informationsgehalt ist dadurch um ein Vielfaches gestiegen. Ahnlich wie fiir andere
spektroskopische Methoden der Bioprozessiiberwachung in Echtzeit, ist ein Vorteil, dass

die 2DF-Spektroskopie eine schnelle und non-invasive Methode ist.

Fur die mehrdimensionale Fluoreszenzspektroskopie werden verschiedene Anregungs- und
Emissionswellenlangen genutzt, um eine Probe zu vermessen. Der Bereich erstreckt sich
uber die Wellenldngen von 260 - 560 nm fur die Anregung und 300 nm - 600 nm bei der
Emission. Somit konnen gleichzeitig Co-Faktoren, Proteine und weitere Fluorophoren
detektiert werden. Eine Auswahl an nattirlich vorkommenden Fluorophoren, die mit Hilfe
der 2DF-Spektroskopie detektiert werden kénnen, sind in der Tabelle 1 aufgefuhrt [37, 100].

Tabelle 1: Anzahl der Spektren fur die Vorhersagemodelle

NADH/NADPH 340-360 450-460
Aminosaure: Tryptophan 280-290 340-350
Tyrosin 270-280 300-310
365-375 520-530

Flavin
450-460 520-530
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2.2 Multivariate Datenanalyse mit Spektraldaten

Multivariate Datenanalyse (MVDA) ist eine statistische Methode zur Datenanalyse. Die
Datensdtze werden aus mehreren Variablen generiert, und enthalten sehr viele
Informationen. In den meisten Fallen handelt es sich um sehr groRe Datensatze.
Datenanalyse ist eine Wissenschaft zur Analyse der Rohdaten, um verborgene Information
zu extrahieren. Datenanalyse wird in vier unterschiedliche Arten aufgeteilt: Descriptive

Analytics, Diagnostic Analytics, Predictive Analytics und Prescriptive Analytics [101-103].

1. Descriptive Analytics beantwortet die Frage ,,Was ist bereits in der Vergangenheit
geschehen?*

2. Diagnostic Analytics beschiftigt sich mit der Fragestellung ,,Warum ist es in der
Vergangenheit geschehen?*.

3. Predictive Analytics beantwortet die Frage ,,Was wird in der Zukunft passieren?*

4. Prescriptive Analytics beschéftigt sich mit der Fragestellung ,,Was soll

vorgenommen werden, damit es (nicht) in der Zukunft passiert?*.

Daten werden standig und Uberall generiert. VVor allem in den empirischen Wissenschaften,
zum Beispiel in der Chemie und in den pharmazeutischen Wissenschaften, entstehen viele
Datensatze. Die meisten Datensatze beinhalten gemessene GroRen, die aus Experimenten
oder aus der Uberwachung von Prozessen generiert werden. Aus groRen Datensitzen
kdnnen verborgene Erkenntnisse gewonnen werden. Es konnen ebenfalls versteckte oder
nicht auffallige Korrelationen zwischen zwei MessgroRen/Variablen in den Datensatzen
gefunden werden. Es ist daher wichtig, die Daten korrekt zu analysieren, damit neue

Erkenntnisse zu finden sind.

2.2.1 Datenmanagement und Vorverarbeitung

Spektroskopische Daten werden vorverarbeitet, bevor die chemometrischen Methoden
angewandt werden. Um die Batch-zu-Batch Varianz zu kompensieren, werden meist die
Werte eines Medium-Spektrums vor Innokulation des Bioreaktors bei allen Prozessspektren
abgezogen (Normierung auf den Prozess) [24]. Eine Glattung der Spektren ist auch eine

gangige Methode zur Vorverarbeitung. Die Glattung kann durch eine Mittelwertbildung von
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mehreren Spektren innerhalb eins vordefinierten Fensters erfolgen [38, 39]. Der Savitzky-
Golay-Filter mit seiner mathematischen Glattungsfunktion kann ebenfalls genutzt werden
[40]. Eine Standardisierung der Spektren nach Mittelwertkorrektur (SNV-Transformation)
kann Streueffekte aus den Spektren entfernen. AuRerdem gibt es noch weitere
Datenvorverarbeitungsmethoden, wie z.B. Multiplikative Streukorrektur (MSC),
Detrending, 1. und 2. Ableitung, etc. [41].

2.2.2 Hauptkomponentenanalyse (PCA)

Nachdem alle Spektraldaten organisiert und vorverarbeitet sind, wird zunachst die Qualitét
der Spektren analysiert. Die Hauptkomponentenanalyse (Engl. principal component
analysis: PCA) wird verwendet, um die Dimension der Datensatze zu reduzieren, ohne
dabei Informationen zu verlieren. Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse werden
reduzierte latente Variablen durch Linearkombination berechnet. Die Datensatze werden

durch die Methode so reduziert, dass nur wesentliche Informationen tibrigbleiben [41].

Zu m Zeitpunkten wahrend eines Prozesses wird jeweils ein Spektrum mit n Datenpunkten
aufgenommen. Alle Spektren (bereits vorverarbeitet) werden in einer Matrix XM
zusammengefasst. Im Rahmen der Hauptkomponentenanalyse mit a Hauptkomponenten
wird die Matrix X™" in eine Hauptkomponentenmatrix P™® und eine Scorematrix T(M
zerlegt, wobei die Residuenmatrix E™™ die nicht beschriebene Reststreuung der Daten
beinhaltet. Gleichung 2 stellt das Ergebnis der PCA dar [41].

X=T-PT+E (Gleichung 2)

Die Scorematrix T(™® hat insgesamt a Spalten und jeder der m Scorewerte entspricht einem
Spektrum. Die Hauptkomponentenmatrix P™?® auch Loadings genannt, enthalt
Informationen Uber den jeweiligen Einfluss der urspringlichen Variablen auf die jeweilige
Hauptkomponente. Die ersten Hauptkomponente beschreibt den groRten Teil der
Gesamtvarianz der Matrix X [41]. Die Residuenmatrix E, wie die Bezeichnung verrat, gibt
die Abweichung des Produkts aus Scorematrix T und Hauptkomponentenmatrix P

gegenuber der Eingangsmatrix X wieder. Die Matrix E wird auch als die Fehlermatrix
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bezeichnet. Je mehr Hauptkomponenten verwendet werden, desto kleiner sind die Residuen
in E.

Aus der Scorematrix T werden hdufig die ersten zwei Hauptkomponenten gegeneinander
aufgetragen, um das Ergebnis der PCA zu interpretieren. Die ersten zwei
Hauptkomponenten beschreiben den Grofdteil der gesamten Varianz im Datensatz X. Im
Diagramm befinden sich insgesamt m (Anzahl der Spektren im Datensatz) Punkte und jeder
Punkt stellt ein Spektrum dar. Liegen die Punkte weit auseinander sind die Varianzen und
somit die Unterschiede zwischen den Spektren groB. Im Gegensatz bilden die nah
beieinander liegenden Punkte Cluster und innerhalb eines Clusters sind die Unterschiede

zwischen den Spektren gering [41].

2.2.3 Partial Least Square Regression (PLS-R)

Die Methode der multivariaten Regression wird verwendet, um die Korrelation zwischen
Variablen zu beschreiben. In den spektroskopischen Daten zur Bioprozessiiberwachung
sind Zusammenhénge zwischen den Spektren (X-Variablen) und den zu beobachtenden
Analyten bzw. CPPs (y-Variablen) zu beobachten, da die gemessene Absorption oder
Fluoreszenz von der Konzentration der Komponenten abhéngig ist [41]. Bei der Methode
der PLS Regression (Engl. partial least squares) geht es darum diese Zusammenhénge
herauszufinden und mit einem mathematischen Ausdruck zu beschreiben. Dieser
mathematische Ausdruck wird in Form eines Kalibrationsmodells dargestellt. Mit dem
Kalibrationsmodell kann die Konzentration eines Analyten (y-Variable) aus dem Spektrum
(X-Variable) berechnet werden [41].

Bei der PLS-Regression wird eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) auf die Referenzwerte
(y-Variable) angewandt, ahnlich wie die PCA auf Spektraldaten (X-Variable). Gleichung 3
beschreibt das Ergebnis der PCA auf die Referenzwerte.

y=U-q" + f (Gleichung 3)
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Ahnlich wie die Scorematrix T bei PCA auf Spektraldaten (X-Variablen), ist die
Scorematrix U in Zusammenhang mit der Anzahl der Faktoren (Hauptkomponente bei
PCA). Die Kovarianz zwischen den T- und U-Scores wird maximiert. Die Maximierung der
Kovarianz ergibt sich durch die Berechnung latenter Variablen. Beide Scorematrices T und
U haben die gleiche Dimension von (mxa), und die Loadings q ist eine Vektormatrix mit
der Dimension von (1xa). Die y-Variable hat eine Dimension von (mx1). Ahnlich wie die
Residuenmatrix E (auch Fehlermatrix) stellt Residuenvektor f die bei der Rekonstruktion

der y Funktion auftretenden Fehler dar [41].

Die PLS Regression berechnet den Modelloffset bo™*? und den Regressionskoeffizienten-
vektor b®&*™_ Mit der Gleichung 4 wird aus dem gemessenen Spektrum xi™*™ die
Konzentration des Analyten yi berechnet.

y; =by+x;T b (Gleichung 4)

Das Modell kann mit der Wurzel des mittleren quadratischen Fehlers (RMSE: Engl. root
mean square error) als Kriterium bewertet werden. Die Berechnung der RMSE wird im
Anhang vorgestellt (8.2 Methoden). In drei Situationen kann die Gute des Modells beurteilt
werden. Werden alle Referenzwerte fur die Erstellung des Modells verwendet, wird aus der
Abweichung zwischen der Referenz und Vorhersage der RMSEC (Engl. root mean square
error of calibration) berechnet. Der RMSEC kann keine Aussage tber die Giite des Modells
geben, wenn es sich um die Vorhersage von neuen Messwerten handelt. Ein weiteres
Beurteilungskriterium, RMSECV (Engl. root mean square error of cross validation), beruht
auf der Kreuzvalidierung. Hier wird ein einzelner Referenzwert aus der Erstellung der
Kalibration ausgeschlossen. Anschliefend wird das Modell fur die Vorhersage des

ausgeschlossenen Wertes angewandt und hieraus der RMSECV bestimmt.

Um eine genauere Aussage Uber die Vorhersagefahigkeit des Modells treffen zu kdnnen,
wird das Modell fiir die Vorhersage von fremden Datensétze verwendet. Der Fehler wird
als RMSEP (Engl. root mean square error of prediction) bezeichnet. Der RMSEP erlaubt
eine quantitative Aussage Uber die Gite und Robustheit des Modells.
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2.3 Gezielte Induktion der Apoptose in CHO-K1

CHO Zellen dienen seit Jahrzehnten als verlassliches Produktionsvehikel fur therapeutische
Proteine. Ein Hauptgrund fur die Bevorzugung der CHO Zellen in der biopharmazeutischen
Produktion ist sowohl die Fahigkeit, komplexe therapeutische Proteine herstellen zu kénnen,

als auch die Adaptabilitat der Zelllinien in der Bioproduktion [42].

Seit der Entstehung der CHO-K1 Zelllinie in den 1950er Jahren, ist die genetische Stabilitat
der Zelllinie fir die biopharmazeutische Forschung und Produktion vorteilhaft. Seit der Zeit
sind viele therapeutische rekombinante Proteine und Biopharmaka, die in der CHO-K1
Zelllinie produziert wurden, zugelassen worden, was sich auf die weiteren Zulassungen von
Proteinen aus CHO-Zellen positiv auswirkt [12]. Des Weiteren zeigen die CHO-K1 eine
geringe virale Empfanglichkeit, da viele Gene nicht exprimiert werden, die fir die
Aufnahme der Viren in die Zellen notwendig sind [10, 43].

Die genetische Stabilitat der Zelllinie CHO-K1 ist eine wichtige Voraussetzung fir diese
Arbeit. Durch die genetische Stabilitdt kénnen die Prozesse miteinander besser verglichen
werden und bei gleichbleibenden Prozessumgebungen findet ein vergleichbares Wachstum
statt. Die Reproduzierbarkeit der Prozesse wird nicht durch die genetische Instabilitat
beeintrachtigt, sodass die spektroskopischen Daten aus unterschiedlichen Prozessen
miteinander kombiniert und zu Modellen verarbeitet werden kdnnen. Des Weiteren ist die
Stabilitdt der CHO-K1 eine wichtige Voraussetzung, um die Fremdeinwirkung auf die

Zellen untersuchen zu konnen.

2.3.1 Apoptose — programmierter Zelltod

Eine besondere Art des Zelltodes stellt die Apoptose dar, auch bekannt als programmierter
Zelltod. Die Apoptose ist ein essenzieller biologischer Prozess fir die Homdostase von
Gewebe und dessen Differenzierung [44, 45]. Apoptose stellt die physiologische Form des
Zelltodes dar, wahrend Nekrose die pathologische Form des Zelltodes ist [46]. Der Prozess
des programmierten Zelltodes ist bereits genetisch fixiert und er ist mit morphologischen

und biochemischen Merkmalen gekennzeichnet. Dazu zéhlen die nach auBen gekehrten
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Phosphatidylserine, ein Bestandteil der Zellmembran, die Kondensation des Chromatins,
die DNA-Fragmentierung und die Bl&schen-Bildung der Zellen [47, 48].

Die Einleitung oder Ausldsung der Apoptose wird durch unterschiedliche intrazelluléare oder
externe Faktoren ausgelost. Zu den Faktoren gehoren z.B. die Aktivierung
membranstandiger Rezeptoren, Anomalie von Zell-Zell-Kontakten, Schadigung der DNA
oder Stérung der Nukleotidsynthese [49-51]. Sobald die Apoptose in den Zellen initiiert ist,
wird ein einheitlicher Ablauf bis zum vollstandigen Zelltod beobachtet, der zumeist nicht

reversibel ist.

Unter dem Lichtmikroskop ist das Schrumpfen der Zellen und die Karyopyknose zu
beobachten. Unter dem Begriff Karyopyknose wird das Schrumpfen des Zellkerns und eine
Verdichtung des Chromatins beschrieben. Karyopyknose ist ein charakteristisches
Anzeichen fir das Fortschreiten der Apoptose [50]. Wéhrend die apoptotische Zelle
schrumpft, bilden sich auf der Zelloberflache intakte Bl&schen aus, die Apoptosekdrper
(Engl. apoptotic bodies) genannt werden. Die Blaschen sind membranumhilite
Zellfragmente, in denen Zytoplasma, Zellorganellen und Zellkernfragmente zu finden sind
[52]. Das Bilden der Blaschen ist ein dynamischer Prozess mit Beteiligung des Zytoskeletts
der Zellen [53]. Mit dem Fortschreiten der Apoptose werden die Zelle in mehrere

Apoptosekorper aufgeteilt und es endet der programmierte Zelltod [52].

Apoptose ist die am meisten vorkommende Ursache flr Zelltod in den industriellen
Zelllinien [54]. In den CHO Zellen entsteht 80% des Zelltods durch Apoptose [55]. Es ist
daher von Interesse, ob und wie die Apoptose Uberwacht werden kann. Wahrend eines
Zellkultivierungsprozesses im Bioreaktor entstehen viele Stressfaktoren, die zu Apoptose
flihren koénnen. Dazu gehdéren Faktoren wie Hypoxie, Scherstress, Nahrstoffentzug,
Temperatur-, pH-Schwankungen, Osmolaritit und Proteinfehlfaltung etc. Die
Stressfaktoren konnen die Produktqualitat, Prozessvariablen und Prozessbedingungen
unterschiedlich beeinflussen [56]. Apoptose fiihrt zum Abbau der viablen Zellen und zu
einer Abnahme der Viabilitat im Bioreaktor. Verschiedene Methoden werden angewandt,
um das Eintreten der Apoptose zu verzégern. Das Verlangsamen des Zelltod-Prozesses
steigert die Produktivitat [57, 58]. Es gibt zwei Strategien zur Erhohung der Zellviabilitat:
1. Durch die Zufuhr von Medium wird die Prozessumgebung verbessert. 2. Genetische
Modifikation der Zelllinie, damit sie weniger anféllig ist fiir die Stressfaktoren, die zu
Apoptose fihren [58].
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Apoptose dient als ein interessanter Anhaltspunkt fir eine Erweiterung der
Bioprozessiberwachung mit CHO Zellen. Zusammen mit den vielen Uberwachten

Prozessparametern kénnen so weitere Informationen aus dem Bioprozess extrahiert werden.

2.3.2 Induktion zur Apoptose mit Camptothecin

Bestimmte chemische Reagenzien oder physikalische AuReneinwirkungen koénnen
Apoptose induzieren. Im Folgenden werden ein paar Beispiele genannt. Tripchlorolid, ein
Antikrebsmittel kann Apoptose in CHO Zellen induzieren, wobei der Mitochondrien-
vermittelte apoptotische Signalweg aktiviert wird [59]. Apomorphin, ein starkes Emetikum
(Brechmittel) ruft cytotoxische Effekte mit Apoptose-Induktion hervor [60]. Apoptose in
CHO Zellen kann beobachtet werden, wenn die Zellen Rontgenstrahlung von 2 bis 20 Gy
flr Gber 48 h oder 72 h ausgesetzt werden. Die Induktion der Apoptose beruht auf der
Schédigung der DNA [61]. Weitere biochemische/chemische Molekiille wie Caspase
Inhibitor [62], Doxorubicin [63], Phosphatidylserin [64] haben ebenfalls in Studien gezeigt,
dass sie Apoptose in CHO Zellen induzieren kénnen.

Fur diese Arbeit wird Camptothecin (CPT) als Induktionsmittel fiir Apoptose verwendet. In
Abbildung 4 ist die chemische Struktur des CPTs zu sehen. Camptothecin ist ein chiraler
Arzneistoff: Die S-Konfiguration ist pharmakologisch aktiv und die R-Konfiguration zeigt
keine Wirkung bei der Induktion von Apoptose [65]. Das aromatische System hat ein

signifikantes Fluoreszenzspektrum.

Abbildung 4: Strukturformel (S)-(+)-Camptothecin, Summenformel CzoH1sN204
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Camptothecin ist ein Monoterpenalkaloid und es wurde in den 1950er Jahren aus der
Stammrinde des Baumes Camptotheca acuminata isoliert [65]. Camptothecin wurde in
diversen klinischen Studien fur die Anwendung als Krebsmedikament getestet [94].
Camptothecin ist ein Inhibitor fir das Enzym DNA Topoisomerase |. Die DNA
Topoisomerase Familie gehort zu den Enzymen, die in lebenswichtigen Prozessen wie
Replikation, Transkription, Rekombination der DNA beteiligt sind [66]. Camptothecin
verbindet sich mit der DNA-Topoisomerase | und stabilisiert den kovalenten Isomerase-
Komplex, wodurch das Zusammenfiigen von DNA-Briichen verhindert wird. Das ist die
Wirkungsweise des CPTs als Antikrebsmittel [95]. DNA-Briuche, die durch
AuReneinwirkung entstanden sind, sind Anomalien und induzieren Apoptose. In einer
Studie mit dem einzelligen eukaryontischen intrazellularen Parasit Leishmania donovani
wurde gezeigt, dass CPT eine mitochondriale Dysfunktion hervorruft und hierdurch die
Apoptose in Gang gesetzt wird [66]. CPT ist ein potentes Induktionsmittel fir Apoptose in
CHO Zellen. Nur bei bestimmten genetisch manipulierten Stammen, zeigen die CHO Zellen

eine geschwachte Sensitivitat gegeniiber der CPT induzierten Apoptose [96].
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3.CHO-K1 Bioprozessuberwachung

In diesem Kapitel und den zwei folgenden Kapiteln werden samtliche Ergebnisse aus dieser
Arbeit vorgestellt. In diesem Kapitel wird das Ergebnis der Bioprozessiberwachung mit
MIR- und 2DF-Spektroskopie vorgestellt. In Kapitel 4 wird das Ergebnis der gezielten
Apoptose-Induktion gezeigt. In Kapitel 5 ist das Ergebnis einer vertieften
Prozessiiberwachung der Zellenzustdnden dargestellt.

Die Uberwachung des Bioprozesses erfolgt anhand der offline Referenzmesswerte.
Zusatzlich wurden spektroskopische MIR- und 2DF-Sonde an den Standardprozess mit
CHO-K1 Zellen angebracht und wahrend der gesamten Prozesse Spektraldaten
aufgenommen. Durch Kombination der Referenzmesswerte mit den spektralen Daten
wurden Kalibrationsmodelle fur verschiedene Prozessvariablen erstellt. Die Modelle
wurden zur Vorhersage der Prozessvariablen in weiteren Kultivierungsprozessen eingesetzt,
um die Qualitit der Uberwachung zu beurteilen. Basierend auf der online Vorhersage aus
den Spektren wurde eine automatisierte Zugabe des Hauptsubstrats Glucose realisiert. Die
ganzheitliche Uberwachung am Prozess bestand somit aus der online Vorhersage der
Prozessvariablen und Prozessregelung anhand der In-Prozess Glucose-Zufutterung.

3.1 CHO-K1 Kultivierungsprozess im 15 L Bioreaktor

Der Standardprozess mit CHO-K1 Zellen im 15 L Bioreaktor wurde achtmal durchgefihrt,
um eine Datengrundlagen einer ganzheitlichen Prozessiiberwachung fir den
Standardprozess zu schaffen. Flnf Prozessvariablen, Glucose, Laktat und L-Glutamin, die
Gesamtzellzahl (TCC) und die Lebendzellzahl (VCC) wurden umfassend beobachtet. Die
Kalibrationsmodelle basieren auf den Spektraldaten von KO1 bis KO7 und KO7A. Der
Prozess KO7A war nach 36 Stunden kontaminiert und abgebrochen. Die Beteiligung des
Prozesses KO7A in Modellerstellung soll die Vielféltigkeit der Daten bereichern. Der neunte
Bioprozess KO8 wird fir die Validierung der VVorhersagemodelle verwendet. Die Abbildung
5 bis 9 zeigen die Verl&ufe der funf Prozessvariablen in den acht Kultivierungsprozessen
(K01 - K08).
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Die Verlaufe der jeweiligen Prozessvariablen in allen acht Kultivierungsprozessen sind
ahnlich, aber nicht identisch. Sechs Prozesse wurden als Batch-Kultivierung durchgefihrt:
K01, K03, K04, K05, K06 und KO7. Die Bioprozesse K05 und KO7A wurde aufgrund von
Kontaminationen nach 76,5 h bzw. 36 h abgebrochen. Aufgrund der Kontamination wurde
die Messung der Glutaminkonzentration bei K05 nicht durchgefuhrt. Die Kultivierungs-
prozesse K02 und KO8 wurden als Fed-Batch-Prozesse durchgefiihrt. Beim
Kultivierungsprozess K02 wurden 2 L vom Bioreaktorinhalt zum Zeitpunkt 137 h entfernt

und 2 L frisches Medium mit 100 mL einer 200 mM L-Glutamin L&sung in den Bioreaktor
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dazugegeben. Zum Zeitpunkt 165 h wurden erneut 2 L aus dem Bioreaktor entfernt und
durch 2 L frisches Medium ersetzt.

Bei den Batchprozessen nahm die Konzentration der beiden Substrate Glucose und L-
Glutamin ab. Im Vergleich zu Glucose, wurde L-Glutamin schneller komplett verbraucht.
Laktat wurde durch den Zellstoffwechsel zuerst gebildet und dann als alternatives Substrat
abgebaut, somit ist eine maximale Laktatkonzentration zu beobachten. Da Laktat durch die
Glutaminolyse aus L-Glutamin aufgebaut wird, ist die Akkumulation des Laktats mit dem
Abbau des Glutamins gekoppelt [67]. Der Zeitpunkt der Ausschépfung des L-Glutamins bei

jeder Batch-Kultivierung ist gleich dem Zeitpunkt der maximalen Laktat-Konzentration.

Bis die stationdre Phase und Absterbephase des Zellwachstums erreicht werden, verlaufen
die Gesamtzellzahl und Lebendzellzahl gleichméRig, da die Viabilitat bei weit Gber 99%
liegt. Die Verldaufe der Gesamtzellzahl und Lebendzellzahl trennten sich sobald der Zelltod
anfangt einzutreten. Eine hohere Zellzahl bei der Inokulation des Bioreaktors fiihrte zu
einem steileren Verlauf der Zellzahlentwicklung wahrend der exponentiellen

Wachstumsphase. Diesen Verlauf zeigen die beiden Bioprozesse K01 und KO03.

Beim Fed-Batch-Kultivierungsprozess K02 sind die zwei Zeitpunkte zum Austausch des
Mediums gut anhand der Glucosekonzentration zu erkennen (Zeitpunkt ca. 140 h und ca.
170 h). In den frischen Medien ist eine Glucosekonzentration von ca. 6,7 g/L vorhanden,
und die Zufutterung ist deutlich durch zwei Spriinge im Verlauf der Glucosekonzentration
zu sehen. Die Zufitterung von L-Glutamin bei K02 ist ebenfalls gut in Abbildung 7 zu
erkennen. Bei den anderen drei Prozessvariablen ist ein Verdinnungseffekt an den beiden
Zeitpunkten zu sehen. Beim Fed-Batch-Kultivierungsprozess KO8 ist die automatisierte
Zugabe von Glucose auf dem Graph (Abbildung 5) zu sehen, sowie dass die gemessenen
Glucose-Konzentrationen am Ende des Prozesses tber 0,4 g/L betragen. Die automatisierte

Glucose-Zugabe wird im spéteren Abschnitt vorgestellt.

3.2 Multivariate Datenauswertung (MIR- und 2DF-Spektren)

An den vorgestellten CHO-K1-Kultivierungsprozessen wurden MIR- und 2DF-
Spektraldaten aufgenommen, um Vorhersagemodelle aus acht Prozessen (K01, K02, K03,
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K04, K05, K06, KO7 und KO7A) zu erstellen. Alle 3 - 4 Minuten wurde sowohl ein MIR-
Spektrum als auch ein 2DF-Spektrum vom laufenden Prozess aufgenommen. Die MIR-
Spektren wurden fiir die Erstellung der Vorhersagemodelle der Glucose, Laktat und L-
Glutamin Konzentrationen verwendet. Die Modelle fur die Zellzahlen (Gesamtzellzahl und
Lebendzellzahl) basieren auf 2DF-Spektren. Die Datenbasis besteht aus den Spektren, bei
denen zum Aufnahmezeitpunkt eine Offline-Analyse von den finf CPPs vorhanden ist.
Jeder Kultivierungsprozess lieferte 30 — 40 MIR- und 2DF-Spektren fiur die
Modellerstellung. In der Tabelle 2 wird die genaue Anzahl der Spektren angegeben.
Insgesamt wurden fir die Glucose 232, flir Laktat 152 und fir L-Glutamin 211 MIR
Spektren in der Modellerstellung verwendet. Fir die Gesamtzellzahl und Lebendzellzahl

wurden 180 2DF Spektren analysiert.

Tabelle 2: Anzahl der Spektren fiir die Vorhersagemodelle

Anzahl der im Modell verwendeten Spektren

K01 K02 K03 K04 KO05 K06 KO07 KO7A Insgesamt
Glucose 30 38 36 39 17 37 35 0 232
MIR-
Laktat 30 38 36 39 0 0 0 9 152
Modelle
L-Glutamin 30 37 34 38 0 37 35 0 211
2DF- TCC &
29 31 38 17 35 0 0 180
Modelle VCC

Um eine hohere Vergleichbarkeit der Daten aus den verschiedenen Prozessen zu
ermoglichen, wurden die Spektraldaten vorverarbeitet, z.B. durch Mittelwertzentrierung.
Die Datenvorverarbeitung dient dazu, dass die Unterschiede in den Medienchargen
ausgeglichen werden bzw. der Alterungsprozess der Spektrometer berticksichtigt wird. Des
Weiteren kdnnen Verschiebungen innerhalb eines Kultivierungsprozesses behoben werden,
die zum Beispiel durch leichte Temperaturschwankungen oder pH Anderungen zustande

kommen.

Zum Start jedes Kultivierungsprozesses wurde jeweils ein MIR- und 2DF-Spektrum vom
reinen Medium aufgenommen. Die erste Verarbeitung der Rohdaten, sowohl bei MIR- als
auch bei 2DF-Spektren bestand darin, dass das Mediumspektrum des jeweiligen

Bioprozesses von allen anderen Spektren abgezogen wurde.
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Bei den MIR-Spektren wurde auBerdem noch eine Mittelwertkorrektur genutzt. In
Abbildung 10 wird der Effekt der Mittelwertkorrektur anhand von drei Spektren des
Kultivierungsprozesses K07 gezeigt. Nach der Mittelwertzentrierung werden die Spektren
um die X-Achse zentriert. Der Verlauf der Spektren und die Peakhohen werden ohne
Informationsverlust beibehalten. Die Vorverarbeitung hilft dabei, dass die wesentlichen

Informationen hervorgehoben werden kénnen.
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Abbildung 10: Beispiel einer Mittelwertkorrektur anhand von drei MIR Spektren (vorher und
nachher), durch die Mittelwertzentrierung bleiben die Peakhdhe-Information ohne Verlust fir
weitere Evaluierung.
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Fur die 2D Fluoreszenz-Spektren wurde keine weitere VVorverarbeitungsmethoden benétigt.
Die vorbearbeiten MIR- und 2DF-Spektren wurden anschlieend mit den Methoden aus der
multivariaten Datenanalyse untersucht, um die Korrelation zwischen den spektralen
Informationen und den offline gemessenen Prozessvariablen zu finden. Diese Korrelation

wurde in Vorhersagemodellen dargestellt.

3.3 Erstellung von Kalibrationsmodellen auf Basis von MIR-
Spektren

Wiéhrend eines Kultivierungsprozesses verandert sich die biochemische Umgebung im
Bioreaktor stetig. Die Konzentrationen an niedermolekularen Prozessvariablen verandern
sich dementsprechend. Diese Gegebenheiten rufen auch Verénderungen an den MIR-
Spektren hervor, in den wichtige spektrale Informationen zu Glucose, Laktat und L-
Glutamin aus dem Prozess enthalten sind. Jeder Analyt hat seinen besonderen Fingerprint
im MIR-Spektrum. Die Spektralregionen der Fingerprints beinhalten Informationen zu dem
jeweiligen Analyten und diese Informationen werden mit multivariaten datenanalytischen

Methoden extrahiert, um die Konzentrationen der Analyten vorherzusagen.

In Abbildung 11 sind die MIR-Spektren von den drei niedermolekularen Prozessvariablen
dargestellt. Der gemessene Bereich erstreckt sich von 1800 cm? bis
950 cm™. Die Region von 1800 cm™ bis 1200 cm™ des Glucose-MIR-Spektrums ist im
Vergleich flacher als der Rest. Dagegen besitzt der vorher genannte Bereich beim Glutamin-
MIR-Spektrum mehrere Peaks und somit beinhaltet diese Region mehr spektrale
Informationen fiir L-Glutamin. Aufgrund dieser Beobachtung werden zwei unterschiedliche
Spektralbereiche fur die Modelle von Glucose und L-Glutamin verwendet. Das ist die
Region von 1800 cm™ bis 1200 cm fiir das Glutamin-Modell und die Region von 1200 cm-
! bis 950 cm fiir das Glucose-Modell. Des Weiteren waren die Konzentrationsverldufe von
Glucose und L-Glutamin &hnlich in allen Batch-Prozessen, da die Konzentrationen wéhrend
eines Kultivierungsprozesses stetig sanken. Um die lineare Unabhédngigkeit der Modelle zu
gewabhrleisten, ist die Verwendung getrennter Spektralregionen sinnvoll. Somit haben die

Modelle zur Glucose-Vorhersage und Glutamin-Vorhersage unterschiedliche Datenbasen.
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Abbildung 11: MIR-Spektren von drei niedermolekularen CPPs (Glucose, Laktat und Glutamin) am
Standardprozess (zur Verfligung gestellt von Dr. Marko Sandor)

Beim Reinspektrum von Laktat hingegen, sind im Vergleich zu den Daten von Glucose und
L-Glutamin in der ganzen Spektralregion Peaks zu sehen. Die Region von 1200 cm™ bis
950 cm™ wurde fiir die Modellerstellung von Laktat ausgesucht, um die Korrelation zu

Glutamin auszuschlieRen.

Nachdem die MIR-Spektren mit der im Kapitel 8.2.5 (Mittelwertkorrektur) beschriebenen
Methode vorbearbeitet wurden, wurden eine Hauptkomponentenanalyse durchgefihrt und
PLS-Kalibrationsmodelle fir alle drei Analyten erstellt. Mit Hilfe der PLS-
Kalibrationsmodelle wird die Beziehung zwischen Spektren und den Konzentrationen der
Analyten dargestellt. Die PLS-Kalibrationsmodelle sind mathematische Beschreibungen,
mit denen die spektralen Informationen in die Konzentration umgerechnet werden. Auf
Basis von acht Kultivierungsprozessen sind genau 232 Offline-Messungen und
dazugehorige MIR-Spektren vorhanden. Der grol3e Datensatz bei der Modellerstellung hat
den Vorteil, dass die Kalibrationsmodelle genugende Trainings bekommen, um die

Stabilitat der Modelle und die Qualitat der Kalibrationsmodelle zu gewéhrleisten [7].

Die Ergebnisse von den drei Kalibrationsmodellen werden in Abbildung 12 gezeigt. Die
Vorhersagekonzentrationen des jeweiligen Analyten werden gegen die Referenzwerte
aufgetragen. Das PLS-Kalibrationsmodell fur Glucose benétigt drei Hauptkomponenten (3
PCs; Engl. principal components), um die mathematische Beziehung zwischen den

Spektren und der Glucosekonzentration gut zu beschreiben. Die ersten drei
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Hauptkomponenten beschreiben 98,1 % der gesamten Varianz im Modell. Der RMSEC
(Engl. root mean square error of calibration) vom Glucose-Modell betragt 0,39 g/L und
entspricht ca. 10 % des Mittelwertes der Glucosekonzentration wéhrend eines
Kultivierungsprozesses. Das Laktat-Kalibrationsmodell braucht flinf Hauptkomponenten,

um 98,4 % der gesamten Varianzen zu beschreiben. Dabei betrdgt der RMSEC des

Laktatmodells 0,094 g/L und dies entspricht ca. 7 % des Mittelwertes der
Laktatkonzentration wahrend eines Kultivierungsprozesses.
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Abbildung 12: PLS-Kalibrationsmodelle von Glucose, Laktat und L-Glutamin (Referenz- und
Vorhersage-Konzentration)

Das L-Glutamin-Kalibrationsmodell bendtigt finf Hauptkomponenten, um 90,5% der

gesamten Varianzen zu beschreiben (siehe Abbildung 12 - Glutamin). Dabei betragt der
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RMSEC des Glutaminmodells 122,82 mg/L und dies entspricht ca. 10 % der hdchsten
Glutaminkonzentration wahrend eines Kultivierungsprozesses. Es ist gut zu erkennen, dass
das Kalibrationsmodell fiir L-Glutamin weniger optimal ist als die Modelle von Glucose
und Laktat, da die Daten stérker streuen. Im Konzentrationsbereich kleiner als 50 mg/L zeigt
das Kalibrationsmodell keine hohe Prazision. Der prozentuale Fehler RMSEC beim
Glutamin-Modell ist im Vergleich groRer als bei den anderen zwei Kalibrationsmodellen.

Um weitere Aussagen Uber die Gute der Kalibrationsmodelle zu machen, werden die
Regressionskoeffizienten der Modelle néher untersucht. Der Regressionskoeffizient gibt an,
wie viel Einfluss die einzelne Wellenzahl auf das Modell nimmt. Die
Regressionskoeffizienten, die sich deutlich von null unterscheiden, sind entscheidend fir
die Modellerstellung und nehmen dabei den groRten Einfluss. In Abbildung 11 wird gezeigt,
dass Glucose, Laktat und L-Glutamin unterschiedliche Footprints in den MIR-Spektren
haben. Die Regressionskoeffizienten des Modells wurden mit dem MIR-Reinstoffspektrum
der jeweiligen CPPs verglichen. Dabei wurde das Augenmerk auf den Vergleich zwischen
Footprints des Reinstoffspektrums und den Bereichen der Regressionskoeffizienten gelegt,
wo die meisten Einflusse auf das Modell auftreten. Durch den Vergleich soll zu erkennen
sein, ob die Modelle hauptsachlich die jeweiligen Zielanalyten detektieren kdnnen und ob

die grofiten Einfliisse in den Modellen durch die Zielanalyten verursacht werden.

In Abbildung 13, Abbildung 14 und Abbildung 15 werden die Vergleiche der
Regressionskoeffizienten des  jeweiligen  Modells mit dem  dazugehdrigen
Reinstoffspektrum gezeigt.

Das Reinstoffspektrum von Glucose hat zwei deutliche Peaks bei 1035 cm® und
1080 cm™1 (Abbildung 13). Beim Regressionskoeffizienten sind Peaks bei den gleichen
Wellenzahlen zu sehen. Das bedeutet, dass in dieser Spektralregion die meisten Einflisse
auf das Modell von Glucose einwirken. Im Spektralbereich der Peaks fiihrt eine héhere
gemessene Absorption zu einer hdheren VVorhersagekonzentration. Des Weiteren ist nur ein
kleiner Peak auf dem Reinstoffspektrum von Glucose in der Region zwischen 1170 cm™
und 1140 cm™ zu sehen. Auf diesen Spektralbereich nimmt das Modell groRen Einfluss.
Das kann durch die hohe Komplexitat der biologischen Umgebung in einem Bioprozess
erklart werden. Um die Wellenzahl 1120 cm™ ist ein lokales Minimum bei den

Regressionskoeffizienten zu sehen, obwohl beim Reinstoffspektrum von Glucose kein
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lokales Minimum zu sehen ist. Dieses Minimum kommt zu Stande, da bei dieser Wellenzahl
Laktat detektiert wird.
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Abbildung 13: Glucose-Regressionskoeffizienten im Vergleich zu Glucose-Reinstoffspektrum (MIR)

In Abbildung 14 ist ein hoher Peak beim Laktat-Reinstoffspektrum zu sehen. Um die
Absorption, die durch die Anwesenheit von Laktat entsteht, zu kompensieren, hat das
Glucose-Modell diesen Einfluss beriicksichtigt. Beim Reinstoffspektrum von Laktat sind
zwei deutliche Peaks bei den Wellenzahlen 1120 cm™ und 1040 cm™ zu detektieren. Beim
Verlauf der Regressionskoeffizienten sind zwei vergleichbare Peaks, bei denselben
Wellenzahlen zu sehen. Dies zeigt, dass das Laktatmodell hauptsachlich die Anwesenheit

des Laktats beschreibt. Das Modell kann die Laktatkonzentration gut vorhersagen.
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Abbildung 14: Laktat-Regressionskoeffizienten im Vergleich zu Laktat-Reinstoffspektrum (MIR)
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Abbildung 15: Glutamin-Regressionskoeffizienten im Vergleich zu Glutamin-Reinstoffspektrum (MIR)
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Der Vergleich vom  Glutamin-Reinstoffspektrum und dem  Verlauf des
Regressionskoeffizienten zeigt, dass es in den Regressionskoeffizienten mehr Rauschen gibt
(Abbildung 15). Dieses Rauschen der Regressionskoeffizienten wird die Vorhersage
beeinflussen. Die charakteristischen Peaks und Taler sind auf beiden Kurven gut zu
erkennen. Die Peaks vom Reinstoffspektrum um die Wellenzahlen 1350 cm™, 1400 cm™,
1525 cm™ und 1600 cm™ sind deutlich im Regressionskoeffizienten zu erkennen. Bei der
Wellenzahl 1775 cm™ ist eine kleine ,,Schulter” in beiden Kurven zu sehen. Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Regressionskoeffizienten eine bessere
Vorhersage bei Glutaminkonzentrationen grof3er als 50 mg/L liefern. Des Weiteren ist das
Verhéltnis zwischen den HOhen der Peaks auffallig. Beim Verlauf der
Regressionskoeffizienten ist ein tiefes Tal kurz vor der Wellenzahl 1600 cm™ zu sehen, und
nach der Wellenzahl von 1600 cm™ ist der Peak im Vergleich zum Reinstoffspektrum nicht
proportional. Dies kann durch das Reinstoffspektrum von Laktat erklart werden. Abbildung
15 zeigt einen hohen Peak im Laktat-Reinstoffspektrum bei der Wellenzahl 1600 cm™. Die
Verlaufe der Laktatkonzentration und Glutaminkonzentration sind gegensatzlich und somit

wirkt das Kalibrationsmodell fiir Glutamin in diesem Bereich entgegen.

Die Erstellung der drei MIR-basierten Kalibrationsmodelle war erfolgreich. Die
mathematischen Beziehungen zwischen Spektren und Konzentrationen kénnen durch die
PLS-Kalibrationsmodelle  beschrieben  werden. Bei der  Untersuchung  der
Regressionskoeffizienten der Modelle wird gezeigt, dass die Modelle die jeweiligen CPPs
detektieren konnen. Um die Uberpriifung der Modellqualitat zu vervollstandigen, wurden
die Modelle bei einem unabhdngigen Kaultivierungsprozess eingesetzt. Die
Vorhersagenwerte wurden mit den Referenzwerten verglichen. Die Ergebnisse werden im

Abschnitt 3.5 gezeigt, nachdem die 2DF-Spektren-basierten Modelle vorgestellt wurden.

3.4 Erstellung von Kalibrationsmodellen auf Basis von 2DF-
Spektren

Wahrend die MIR-spektroskopische Sonde die niedermolekularen CPPs im Prozess

Uberwachte, wurde eine 2DF-spektroskopische Sonde verwendet, um die zwei

zellphysiologischen Grolken, TCC und VCC, zu iberwachen. Die Zellzahlen veranderten
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sich wahrend des Bioprozesses rasant und diese Veranderung an Zellzahlen wurde mit 2DF-
Spektren aufgezeichnet. In den 2DF-Spektren werden Informationen zu Proteinen, NADH,
Vitaminen und Cofaktoren widergespiegelt [37]. AuBerdem wird das Streulichtverhalten
wahrend eines Bioprozesses mit der 2DF-spektroskopischen Sonde erfasst. Diese

Informationen werden zusammengefihrt, um die Zellzahlen zu Gberwachen.

Wie bei der Modellerstellung mit MIR-Spektren, wurden die Kalibrationsmodelle mit
vorverarbeiteten 2DF-Spektren erstellt. In Abbildung 16 werden die Ergebnisse der
Kalibrationsmodelle von TCC und VCC gezeigt. Das Kalibrationsmodell von TCC braucht
eine Hauptkomponente, um die mathematische Beziehung zwischen den 2DF-Spektren und
die Gesamtzellzahl zu beschreiben. Die erste Hauptkomponente beschreibt 91,3 % der
gesamten Varianz in den Spektren. Der RMSEC des TCC-Modells betrégt 2,12 Millionen
Zellen/mL. Dagegen braucht das VCC-Modell sieben Hauptkomponenten, um 97,8 % der
gesamten Varianz zu beschreiben. Der RMSEC des VCC-Modells betragt 1,01 Millionen
Zellen/mL. Der groRe Unterschied der Anzahlen an Hauptkomponenten bei den Modellen
ist notwendig, um Modelle fir TCC und VCC auseinander zu halten. Bis zur stationdren
Phase verlaufen beide Grolien nahezu identisch, erst danach trennt sich der Verlauf auf,
wobei die dominierenden optischen Eigenschaften durch die Gesamtzellzahl hervorgerufen
werden. Das Absinken der viablen Zellzahl kann daher nur aus wenigen Datenpunkten und
den Veranderungen in den untergeordneten spektralen Bereichen bestimmt werden, was zu

einer signifikanten Erh6hung der benotigten Hauptkomponenten fuhrt.

Der Bereich mit den kleinen Zellzahlen beim TCC-Modell zeigt eine geringere lineare
Korrelation zwischen der Vorhersage und Referenz. Der Kalibrationsfehler beim TCC-
Modell betragt ca. 15 % der durchschnittlichen Gesamtzellzahl wahrend eines
Kultivierungsprozesses. Der Kalibrationsfehler beim VCC-Modell (1,01 Millionen
Zellen/mL) liegt unter dem Fehler des TCC-Modells (2.12 Millionen Zellen/mL). Die
statistischen Werte des VVCC-Kalibratonsmodells sind besser als die fiir das TCC-Modell.
Die finale Uberpriifung der Qualitat der TCC- und VCC-Modelle wird im nachsten
Abschnitt zusammen mit den MIR-Spektren-basierten Modellen anhand eines

unabhdangigen Kultivierungsprozess K08 gezeigt.
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Abbildung 16: PLS-Kalibrationsmodelle von TCC und VCC (Referenz und Vorhersage)

Abbildung 17 stellt den Vergleich der Regressionskoeffizienten der beiden Modelle fir die
Zellzahlen  dar. Der  Verlauf der  Regressionskoeffizienten  von 150
Wellenlangenkombinationen (2DF Spektren) bei dem TCC-Modell ist deutlich flacher und
glatter als das VCC-Modell. Es ist zu erkennen, dass die Verldufe der
Regressionskoeffizienten bei den beiden Modellen groRe Unterschiede aufweisen. Bei der
Modellerstellung wirkt sich jede einzelne Wellenlangenkombination unterschiedlich aus.

Die Modelle kdnnen die VVorhersagen von TCC und VVCC gut unterscheiden.
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Abbildung 17: Vergleich der Regressionskoeffizienten von TCC- und VCC-Modell.
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3.5 Validierung der Modelle durch Vorhersage am K08

Der Kultivierungsprozess K08 wurde als normaler Batch-Prozess bis 150 h durchgefiihrt.
Danach wurde eine automatisierte Glucose-Zufuhr exemplarisch durchgefiihrt. Die funf auf
MIR- und 2DF-Spektren basierten Modelle wurden dabei fiir die Vorhersage eingesetzt. Die
Qualitat der Modelle wird durch die Vorhersage beurteilt. Die Qualitat der Modelle ist
besser, wenn die VVorhersagen néher an den Referenzwerten liegen. In Abbildung 18 werden
die Ergebnisse der Vorhersage aller CPPs wéhrend des Kultivierungsprozesses K08 gezeigt.
Die linke y-Achse stellt die Einheit der niedermolekularen Analyten dar, wahrend die rechte
y-Achse die Zellzahlen darstellt. Fur die Glucose- und Laktatkonzentration gilt die Einheit
[g/L]. Fur die Skalierung fur die Glutamin-Konzentration gilt [100 mg/L]. Die
durchgezogenen Linien stellen die Verlaufe der Vorhersagewerte von den CPPs dar und die

Punkte reprasentieren die Referenzwerte der Offline-Analyse.

Das Glucose-Modell war in der Lage, den Verlauf der Glucosekonzentration wéhrend der
unterschiedlichen Wachstumsphasen vorherzusagen, z.B. die Lag-Phase bis zum
Zeitpunkt von 60 h und die schnelle Abnahme der Konzentration wéhrend der
exponentiellen Wachstumsphase. Der Vorhersage-Fehler RMSEP betragt 0,23 g/L.
Glucosekonzentration ist ein sehr wichtiger Parameter fir den Zellstoffwechsel.
Verschiedene Prozessfiihrungsstrategien werden basierend auf der Glucosekonzentration
entwickelt [68, 69]. Wéhrend eines Fed-Batch Zellkultivierungsprozesses oder eines
kontinuierlichen Prozesses ist die Zufuhr von Feed-Medium von grof3er Bedeutung.
Glucose ist einer der wichtigsten Bestandteile der Medien. Ein stabiles und
gutfunktionierendes Vorhersagemodell von Glucosekonzentration bringt Vorteile fir die

Prozessiiberwachung und Regelung [70].

Beim Laktatmodell liegen die VVorhersagenwerte durchgéngig oberhalb der Referenzwerte.
Der Vorhersage-Fehler RMSEP betragt 0,32 g/L; dies entspricht ungefdhr 15 % der
maximalen Konzentration des Laktats wéhrend des Prozesses. Allerdings war das Modell
in der Lage, den Wendepunkt von Laktatakkumulation zu Laktatabbau bei 110 h
vorherzusagen. Um die Produktivitat der CHO-Zellen zu erhdhen, ist es sehr wichtig, den
metabolischen Zustand der Zellen in den Laktatabbau zu lenken [71]. Demzufolge ist die
Vorhersage dieses Metabolismus-Shifts ein wichtiger Aspekt bei der Uberwachung des

Zellkultivierungsprozesses mit CHO Zellen. Aus den Datensétzen ist zu erkennen, dass der
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Zeitpunkt der Metabolismusveradnderung von Laktat mit der Ausschopfung des Glutamins
korreliert. Glutamin ist ein wichtiges Substrat zur Forderung des Zellwachstums [72—-74].
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Abbildung 18: Vorhersagen aller finf CPPs wahrend des Kultivierungsprozesses K08

Das Glutamin-Modell hat im Gegensatz zu den Glucose- und Laktat-Modellen eine
schlechtere Vorhersagequalitat. Der Vorhersage-Fehler RMSEP betragt 56,2 mg/L. Die
Vorhersage ist in der exponentiellen Wachstumsphase stabiler als in den anderen Phasen
des Prozesses, weist aber eine hohe Streuung auf, die durch einen geeigneten Filter etwas
reduziert werden konnte. Der Verlauf der Glutamin-Konzentration kann vorhergesagt
werden, am Ende des Prozesses zeigt die Vorhersage aber mehr Abweichung zu den
Referenzwerten. Die Vorhersagewerte sind am Ende leicht gestiegen, bevor sie wieder
gesunken sind. Ein Grund kann die Beeintrachtigung durch die Glucose-Zugabe sein. Am
Ende des Prozesses wurde Glucose automatisiert zugegeben und das kdnnte sich auf die
Vorhersage der Glutamin-Konzentration ausgewirkt haben. Das Modell ist auf die Zugabe
von Glucose nicht trainiert worden, daher ist eine begrenzte Vorhersageféhigkeit zu

beobachten. In Abbildung 11 ist zu erkennen, dass um die Wellenzahl von 1400 cm-1 fiir
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die beide Analyten (Glucose und Glutamin) noch kleine Peaks im Reinstoffspektrum zu
sehen sind.

Der RMSEP des TCC Modells betrédgt 1,33 Millionen Zellen/mL, ungefahr 7 % der
maximalen TCC wéhrend des Kultivierungsprozesses von K08. Der RMSEP fiir das VCC
Modell mit 1,96 Millionen Zellen/mL ist im Vergleich héher als fir das TCC Modell. Der
Vorhersage-Fehler des VCC Modells entspricht ca. 10 % der maximalen Lebendzellzahl
VCC. Abbildung 18 zeigt, dass sich die VVorhersagen der beiden Zellzahlen unterscheiden
konnen. Die charakteristischen Verldaufe der beiden Zellzahlen kénnen in den VVorhersagen
erkannt werden. Die vorhergesagten TCC und VCC steigen zuerst in der Lag-Phase langsam
an und wahrend der exponentiellen Wachstumsphase ist der Anstieg der Vorhersagen
rasanter. In der stationdren Phase sinkt die VCC-Vorhersage, wahrend sich die

vorhergesagte TCC am Ende des Kultivierungsprozesses stabilisiert.

Die VCC-Vorhersage (orange Linie in Abbildung 18) ist wéhrend des ganzen Prozesses
positiv und hoher als die Referenz. Der Anfangswert stimmt mit dem Referenzwert tiberein.
Zwischen den Zeitpunkten 100 h und 140 h kann die Lebendzellzahl durch das VCC-Modell

in der exponentiellen Wachstumsphase mit nur einem geringen Fehler vorhergesagt werden.

Die Vorhersage fur Gesamtzellzahl TCC ist fur die ersten 30 h im negativen Bereich, was
wider Erwarten und nicht logisch ist, da die Zellzahlen nicht negativ sein konnen. In der
exponentiellen Wachstumsphase ist das TCC-Modell auch in der Lage, die Gesamtzellzahl
vorherzusagen. In der stationdren Wachstumsphase und Absterbe-Phase kann das TCC-
Modell mit einem Kkleinen Fehler von weniger als 1,5 Millionen Zellen/mL die
Gesamtzellzahl vorhersagen. Die Qualitat des TCC-Modells ist laut dem RMSEP besser als
das VCC-Modell. Des Weiteren ist die Vorhersage des VCC-Wertes héher als der TCC-
Werte. Diese kann nicht der Realitat entsprechen, da die Gesamtzellzahl stets groRer oder
gleich der Lebendzellzahl sein muss. Dieses Prozesswissen geht in die datengetriebene
Modellbildung nicht ein, daher ist die Vorhersage nicht in der Lage diese Abhangigkeit zu
bertcksichtigen. Eine alternative Methode kdnnte die Betrachtung von TCC und Viabilitét
sein, und daraus ergibt sich VCC. Durchaus waren die beiden Zellzahlenmodelle in der Lage,
wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase die beiden Zellzahlen mit geringem Fehler

vorherzusagen.
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Die exponentielle Wachstumsphase bildet den wichtigsten Prozessabschnitt, da sich die
chemische und biologische Prozessumgebung in diesem Zeitraum schnell veréndert. Es ist
von Vorteil, wenn die Modelle wahrend der exponentiellen Wachstumsphase die
Prozessvariable gut vorhersagen kdnnen. Die Modelle der niedermolekularen Analyten
konnten diesen wichtigen Bedarf abdecken. Die Modelle der Zellzahlen haben im Grol3en

und Ganzen die Referenzwerte vorhersagen kénnen.

3.6 Automatisierte Glucose-Zugaben bei Prozess K08

Die vorherigen Ergebnisse zeigten, dass die spektroskopischen Sonden am Standardprozess
in der Lage waren, wichtige CPPs aus dem Prozess zu beschreiben und vorherzusagen. Die

Uberwachung mit spektroskopischen Sonden war erfolgreich.

Insbesondere die online Glucose-Vorhersage erfllte die Voraussetzungen, um hierauf
basierend eine Prozessregelung von den Feeds zu ermdglichen. In diesem Abschnitt wird
anhand eines Beispiels die Regelung eines Standardprozesses mit Hilfe der MIR-
spektroskopischen Sonde vorgestellt. Am Ende des Kultivierungsprozesses K08, ab ca. 150
h wurde der Prozess mit einer automatisierten Glucose-Zufuhr weitergefuhrt. Aus der
Glucose-Vorhersage wurde alle drei Minuten ein Vorhersagewert ermittelt. Sobald der
Vorhersagewert unterhalb von 0,5 g/L lag, wurden 10 mL einer Glucose-Lésung in den

Bioreaktor gepumpt.
In

Abbildung 19 ist das Ergebnis der automatisierten Glucose-Zugabe dargestellt. Die rote
Kurve beschreibt den Verlauf der online Vorhersage und die schwarzen Punkte stellen die
offline gemessene Glucosekonzentration dar. Die Glucose-Konzentration wurde durch die
automatisierte Zugabe in kleinen Portionen erhoht. Nach ungefahr 150 h wurde das erste
Mal Glucose-Feed-Ldsung in den Bioreaktor gepumpt, da hier erstmals die VVorhersage
unter den Schwellenwert von 0,5 g/L gesunken war. Im weiteren Verlauf pendelt sich die
Vorhersage zwischen 0,5 und 0,6 g/L ein. Es ist gut zu erkennen, dass bis zum Ende des

Prozesses insgesamt zehnmal Glucose-Ldsung dazugegeben wurde.
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Abbildung 19: Automatisierte Glucose-Zugabe beim Kultivierungsprozess K08

Die offline Glucose-Messungen wurden etwa alle 3 — 4 h durchgefiihrt.

Abbildung 19 zeigt, dass die online Vorhersage zumeist niedriger als die offline gemessenen
Referenzwerte liegen. Trotz der niedriger ausgefallenen VVorhersagewerten ist das Modell
in der Lage, die automatisierte Glucose-Zugabe durchzufihren. Es zeigt, dass MIR-
spektroskopische Sonden fiir die Uberwachung und Regelung der Glucose-Konzentration
am Standardprozess erfolgreich eingesetzt werden kénnen.

3.7 Zusammenfassung und Diskussion der
Prozesstiberwachung an K08

Die Uberwachung mit MIR- und 2DF-spektroskopischen Sonden an einem Standard-
Zellkulturprozess zeigte, dass funf wichtige CPPs erfolgreich mit den beiden
spektroskopischen Methoden beobachtet werden konnten. VVorhersagemodelle wurden mit
Spektraldaten aus acht Kultivierungsprozessen erstellt. Beim Kultivierungsprozess K08

wurden die Modelle von Glucose-, Laktat- und Glutamin-Konzentrationen, sowie Gesamt-
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und Lebendzellzahlen validiert. Der Vergleich zwischen den Vorhersagewerten und
Referenzwerten bestatigte eine gelungene Uberwachung.

Die beobachteten Ergebnisse unterstiitzen die Methode der Prozessuberwachung mit
Spektroskopie, die bereits oft in der Forschung und Industrie verwendet werden [28, 75, 76].
Die Qualitat der Prozessiuberwachung mit zwei unterschiedlichen spektroskopischen
Methoden ist zufriedenstellend. Hierbei zeigt die Multimodalitat der Methode, dass beide
spektroskopischen Methoden sich sehr gut erganzen. Die MIR-Spektroskopie wird fiir die
Uberwachung der niedermolekularen biochemischen Analyten eingesetzt, wahrend 2DF-
Spektroskopie die Zellzahl wiedergibt. Der Prozessverlauf konnte zwar nicht mit hoher
Genauigkeit vorhergesagt werden, aber die charakteristischen Prozessverlaufe der CPPs
konnten mit den Modellen passend beschrieben werden. Das Prozessverstandnis wird durch
die Modelle und durchgefuhrten Untersuchungen an den Spektraldaten vertieft und
erweitert [70]. Des Weiteren ist die Gute der Modelle abhangig von der Giite der offline
gemessenen Referenzwerte. Der Messfehler relativiert sich durch die grof3e Menge an hier

verwendeten Datensétze.

Das Ergebnis der Regelung der Glucose-Konzentration mit einer automatisierten Feed-
Zugabe zeigte, dass eine erfolgreiche Uberwachung die Voraussetzung einer gelungenen
Regelung im Prozess ist. Die Glucose-Regelung erganzt die ganzheitliche
Prozessiiberwachung. Fur zukunftige Prozessiiberwachung und -regelung sollen die
Modelle mit aktuellen Datensétzen angepasst werden, damit ein besseres
Uberwachungsergebnis erzielt werden kann. Das hat mit dem Alterungsprozess der
Spektrometer zu tun. RegelméBiges Kalibrieren der Gerate konnte die Ergebnisse
verbessern. Hier sollte das Lifecycle Management von Prozessmodellen bertcksichtigt
werden. Nach jedem Kultivierungsprozess sollten die Modelle an die neuen Daten angepasst
und ggf. altere Kultivierungsdaten aus der Modellerstellung herausgenommen werden.

Die Verarbeitung der groBen Menge an Spektraldaten benétigt MVDA (Engl. multivariate
data analysis). Es gibt weitere Datentransformationsmethoden und statistische Methoden,
um die Spektraldaten zu analysieren. Es ist fir die zukinftige Weiterentwicklung der
Prozessuberwachung mit multimodalen spektroskopischen Sonden von Interesse, die Daten
mit weiteren statistischen Methoden zu untersuchen, um maximales Daten-Mining
betreiben zu konnen. Durch weitere Kombination von mehreren spektroskopischen

Methoden konnte es zu einem Wissenszuwachs kommen. Des Weiteren ist ein Vorteil der
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Multimodalitét, dass sich verschiedene Modelle gegenseitig kalibrieren konnen. Hybride
Modelle aus mehreren Methoden waren ebenfalls interessant fir die

Bioprozessiiberwachung.

Die Prozessregelung kann auch auf weitere CPPs erweitert werden, wie z.B. auf die
Glutamin-Konzentration. Das Niedrighalten der Glutamin-Konzentration ist besonders
wichtig, um Ammoniak- und Laktat-Produktion zu hemmen [77, 78]. Die Regelung der
Glutamin-Zugabe hangt mit dem Zellwachstum zusammen. Daher kann in Zukunft eine
Glutamin-Regelung durch ein gemeinsames Modell basierend auf MIR- und 2DF-Spektren

realisiert werden.
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4. Gezielte Induktion der Apoptose in CHO-K1
Zellen

Die Apoptose, ein naturlicher Alterungsvorgang in Saugetierzellen, und wird in dieser
Arbeit durch Zugabe von Camptothecin (CPT) gezielt in den CHO-K1 Zellen induziert.
Durch die gezielte Induktion zur Apoptose ist es moglich, Zellpopulationen mit
unterschiedlichen Starken an Apoptose zu generieren. Die Morphologie der Zellen
verandert sich wéahrend der Apoptose und die Viabilitat der Zellen sinkt bei der Entwicklung
der Apoptose. Die Apoptose gehdrt neben den Zellzahlen und der Viabilitat zu den
zellphysiologischen Zusténden, die Giberwacht werden sollten. Aus der Apoptose ergibt sich
Information Uber den Prozesszustand, da Apoptose meistens durch &uf3ere Anreize induziert

wird, z.B. durch oxidativen Stress oder Limitierung der Substrate [79].

Diese gezielte Induktion der Apoptose in CHO-K1 Zelle wurde zuerst im Schiittelkolben-
MaRstab etabliert und ein Apoptose-Assay mit Hilfe der Ergebnisse entwickelt. Der
Apoptose-Assay wurde anschlieBend auf den Malistab des Bioreaktors tbertragen, um die
Apoptose in einem Standardprozess mit CHO-K1 Zellen einzuleiten. Dabei wurden 2DF-
und UV/VIS-spektroskopische Sonden am Prozess eingesetzt, um die morphologischen
Veranderungen, die Zellzahlunterschiede und die sinkende Viabilitat der Zellen zu

beobachten.

4.1 Apoptose in CHO-K1 Zellen und deren Bestimmung

Camptothecin (CPT) induziert Apoptose in CHO-K1 Zellen, wodurch sich die
Zellmorphologie im Laufe der Apoptose-Entwicklung veréndert. In Abbildung 20 ist die
Morphologie von Zellen in unterschiedlichen apoptotischen Zustdnden wahrend einer
normalen Schittelkolben-Kultivierung gezeigt. Die Bilder wurden mit einem
Lichtmikroskop aufgenommen. Die Zellen wuchsen in einer Schiittelkolbenkultur in einem
COgz-Inkubator. CPT wurde einen Tag nach einer Passage in die Schuttelkolbenkultur
zugegeben und die Zellen wuchsen zwei weitere Tage im Inkubator bevor die Aufnahmen

entstanden.
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20 pm

Abbildung 20: Morphologie der CHO-K1 Zellen nach Zugabe von CPT in einer Schiittelkolben-Kultur
(links oben.: gesund; links unten: frih apoptotisch; rechts: fortgeschritten apoptotisch)

Gesunde CHO-K1 Zellen sind rund und zeigen unter dem Lichtmikroskop einen hellen
Rand. Das Zellinnere ist homogen und die einzelnen Zellorganellen kénnen nicht erkannt
werden. Bei den friih apoptotischen Zellen ist eine Blaschenbildung an der Zellmembran zu
beobachten. In dieser Phase der Apoptose-Entwicklung fangen die Zellen an sich zu
verkleinern und die Kondensation der Chromatine (Material aus dem die Chromosomen
bestehen) setzt ein. Allerdings bleibt die Zellmembran intakt und durch die Blaschenbildung
werden Vesikel mit Zellorganellen und Fragmente der DNA aus den Zellen freigesetzt [56].
Die Zelle verkleinert sich dadurch und in der fortgeschrittenen Phase der Apoptose-
Entwicklung schrumpfen die Zellen weiter. Abbildung 20 zeigt, dass die apoptotischen
Zellen unter dem Lichtmikroskop klein und kompakt sind. Die morphologischen
Verénderungen verursachen eine Verschiebung des Streulichtzentrums, welches
Anderungen in den 2DF- und UV/VIS-Spektren verursacht und somit detektiert werden
kann. Des Weiteren kdnnen andere durch Apoptose hervorgerufenen Veranderungen, wie

z.B. ein zunehmender Zelltod und Zelllyse, in den Spektren zu sehen sein [56, 80, 81].

Die Starke der Apoptose kann durch verschiedene Messverfahren detektiert werden. Als
eine schnelle und zuverlassige Referenzmethode zur Apoptose-Bestimmung in CHO-K1
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Zellen ist die Farbung mit Annexin V FITC (rekombinantes Annexin V Protein gekoppelt
mit Fluorescein-Isothiocyanat) und Pl (Propidiumiodid) geeignet [82, 83]. Bei den
apoptotischen Zellen kehrt sich das Phosphatidylserin der Innenseite der Zellmembran nach
auflen und bindet das Annexin V FITC. Die Zellmembran der apoptotischen Zellen ist noch
intakt und der Zellkern kann nicht mit Pl angefarbt werden. Somit ist eine Subpopulation,
die Annexin V FITC positiv und PI negativ ist, eine apoptotische Population der Zellen. Der
Anteil apoptotischer Zellen wird durch das Verhéltnis zwischen der Anzahl apoptotischer

Zellen und Anzahl aller Zellen in einer Probe gebildet.

Die angeféarbten Zellen werden mittels der Durchflusszytometrie analysiert, wodurch die
unterschiedlichen Subpopulationen detektiert werden kdnnen. Die Subpopulationen weisen
unterschiedliche Farbungen auf. Der Anteil der apoptotischen Zellen wird somit schnell und
reproduzierbar bestimmt. Die Detektion mit Durchflusszytometrie ist zeitsparend und sehr

sensitiv.

Abbildung 21 zeigt das Ergebnis einer Messung am Durchflusszytometer. Auf dem linken
Bild ist das Ergebnis mit Zellen aus einer normalen vitalen Kultur zu sehen, wéhrend auf

dem rechten Bild das Ergebnis aus einer Apoptose-induzierten Kultur gezeigt wird.

10¢
104

107
10°

= =]
Pl Pl
= =)
’ 10" 102 10° 10¢ 10° 10° 102 10° 104
ANNEXIN V ANNEXIN V

Abbildung 21: Ergebnis der Analyse nach Messung an einem Durchflusszytometer (CHO-K1 Zellen
mit Annexin V und Pl Farbung)

Jeder Punkt stellt eine Zelle und deren Status der Annexin V- und PI-Farbung dar. Die x-
Achse zeigt, ob die Annexin V Farbung negativ (linker Bereich) oder positiv (rechter

Bereich) ist. Die y-Achse zeigt, ob die Pl Farbung negativ (unterer Bereich) oder positiv
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(oberer Bereich) ist. Die Population unten links représentiert die gesunden Zellen, da die
Zellen keine Verfarbung mit Annexin V oder Pl aufweisen. Der Quadrant unten rechts stellt
die apoptotischen Zellen dar, wéahrend der Quadrant oben rechts die toten (nekrotischen)

Zellen reprasentiert.

Apoptotische Zellen kdnnen sowohl in der Mikroskopie beobachtet, als auch mit
biochemischen Farbungsmethoden im Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Die
Bestimmung des apoptotischen Anteils der Zellen ist einfach und zuverl&ssig.

4.2 Camptothecin als Induktionsmittel fir Apoptose

Camptothecin wurde in DMSO geldst, um eine Stammldsung herzustellen. Eine DMSO
Konzentration groBer als 1 % (V/V) wirkt allerdings toxisch auf tierische Zellen [84]. Bei
der Entwicklung des Apoptose-Assays war die Endkonzentration von DMSO im Medium
daher nie hoher als 0,1 %. Um Toxizitat ausschlieBen zu konnen, die durch DMSO
verursacht werden konnte, wurde zuerst Gberpriift, ob eine Konzentration von 0,5 % DMSO
den Zellen schadet.

In Abbildung 22 ist das Zellwachstum (VCC) und die Viabilitat der Kulturen dargestellt.
Zwischen den Kulturen 1 und 2 sind keine grofRen Unterschiede zu erkennen, da bei den
beiden Kulturen nur DMSO bzw. ddH20 zugegeben wurde. Die Zellviabilitat blieb tber
99,5 % bei beiden Kulturen. Bei Kulturen 3 und 4, die jeweils mit 20 pM CPT kultiviert
wurden, sank die Lebendzellzahl stetig auf unter 0,4 Millionen Zellen/mL und die Viabilitat
betrug nur noch ca. 50 % 68 h nach der Zugabe von CPT.
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VCC und Viabilitat
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Abbildung 22: Ergebnis der Untersuchung auf Zellschaden mit 0,5 % V/V DMSO.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Kultur mit CHO-K1 Zellen im Medium mit 0,5 % DMSO
kein schlechteres Wachstum aufweist (Kultur 1) und die Apoptose wird durch 0,5 % DMSO
nicht induziert oder verstarkt. Die Apoptose wurde ausschlieBlich durch Zugabe von CPT

verursacht.

Im folgenden Abschnitt wird der Assays ,Gezielte Apoptose-Induktion in
Schittelkolbenkultur von CHO-K1¢“ vorgestellt, mit dem eine vordefinierte Starke (ein

prozentualer Bereich) an Apoptose in den Zellkulturen erzielt werden kann.

Die induzierten apoptotischen Zellen mit vordefinierter Intensitat konnen fir andere
Zwecke eingesetzt werden, wie z.B. zur Beobachtung unter dem Mikroskop oder als Objekt

in anderen Experimenten [85].

Die Herstellung der apoptotischen Zellen soll unkompliziert und schnell sein. Die
vordefinierte Starke an Apoptose muss nicht hochprézise sein, sondern es genlgt eine
Bereichsangabe. In Abbildung 23 ist das Ergebnis von funf verschiedenen Stufen an
Apoptose-Starke gezeigt, die gezielt durch Zugabe von CPT und Variation der

Inkubationszeit induziert wurden.
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Abbildung 23: Ergebnis — gezielte Induktion von Apoptose in Schuttelkolbenkulturen.

Jede Versuchsreihe wurde mindestens 5-mal wiederholt (n>5), wobei die Anfangszellzahlen
der Kulturen von 1,5 bis 6,5 Millionen Zellen/mL variiert wurden. Die Zellzahl kann als
TCC und VCC verstanden werden, da die Viabilitdt am Anfang der Versuche immer weit
uber 99% liegt. Mit drei verschiedenen CPT-Konzentrationen (5 uM, 10 uM und 15 pM)
und zwei unterschiedlichen Inkubationszeiten (6 und 24 Stunden) wurden funf Apoptose-
Starken von knapp unter 10% bis auf tGber 40% gezielt erreicht. Der Assay ,,Gezielte
Apoptose-Induktion in Schittelkolbenkultur von CHO-K1¢ wird im Anhang (Kapitel 8.3)
aufgefiihrt.

In diesem Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass die Apoptose durch definierte
Versuchskonditionen gezielt induziert werden kann. In einem kleinen MaRstab in

Schittelkolbenkultur ist die gezielte Induktion erfolgreich.

Durch diese einfache Methode kann innerhalb eines Arbeitstages (6 Stunden) oder am Tag
danach (24 Stunden) die gewiinschte Apoptose-Stéarke erreicht werden. Die Schnelligkeit

50



Gezielte Induktion der Apoptose in CHO-K1 Zellen

und die praktische Ausfihrbarkeit sind wichtig fir den Assay. Hier ist die gezielte Induktion

zur Apoptose nicht das Ziel, sondern ein Werkzeug zu weiteren experimentellen Zwecken.

Um einen tieferen Einblick in die Ausbildung der Apoptose in den CHO-K1 Zellkulturen

zu ermoglichen, kénnen in Zukunft noch weitere Faktoren untersucht werden.
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5.UV/VIS- und 2DF spektroskopische Sonde zur
Beobachtung der Zellenzustande
(Zellzahl und Apoptose)

Bei der ganzheitlichen Prozessuberwachung fir den Kultivierungsprozesses K08 wurde
gezeigt, dass mit MIR- und 2DF spektroskopische Sonden alle funf wichtigen CPPs am
Standardprozess Gberwacht werden konnten.

Die Uberwachung des Standardprozesses mit CHO-K1 Zellen wird nun durch die
Beobachtung von zellphysiologischen Prozessvariablen vertieft. Hierbei werden die
Zellzahlen in den Mittelpunkt gestellt. Des Weiteren wird die Apoptose am Standardprozess
beobachtet und deren Detektierbarkeit erprobt. Die Ergebnisse aus der ganzheitlichen
Uberwachung zeigten, dass die 2D Fluoreszenz Spektroskopie fiir die Vorhersage der
Zellzahlen geeignet ist. Fur die vertiefte Beobachtung wurde zusétzlich eine UV/VIS

spektroskopische Sonde am Standard-Zellkulturprozess angebunden.

Ahnlich wie bei der ganzheitlichen Zellkulturprozessiiberwachung, wurden
spektroskopische Daten aus mehreren Prozessen benétigt, um Vorhersagemodelle flr die
Zellzahlen zu erstellen. Die Zellzahlen wurden jeweils mit 2DF und UV/VIS

spektroskopische Sonden mit Hilfe der Kalibrationsmodelle untersucht.

5.1 Vorstellung der Kultivierungsprozesse K09 — K13

Die 2DF- und UV/VIS-Spektraldaten wurden wahrend der Prozesse K09, K10, K11 und
K12 aufgenommen, um Vorhersagemodelle zu erstellen. Die Modelle wurden fiir die
Vorhersage von TCC und VCC des Kultivierungsprozesses K13 verwendet. K10, K11, K12
und K13 wurden als Batch-Prozesse gefiihrt, wéahrend der Kultivierungsprozess K09 ein
Fed-Batch-Prozess war. Eine weitere wichtige Besonderheit flr die Prozesse K10 und K12

war die Zugabe von Camptothecin (CPT), um die Apoptose einzuleiten.

Abbildung 24, Abbildung 25 und Abbildung 26 zeigen die Entwicklung der Zellzahlen und

die daraus errechnete Viabilitat der Kultivierungsprozesse K09 — K13.
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Abbildung 24: Verlauf der
Gesamtzellzahl TCC der
Kultivierungsprozesse
(K09 - K13)

Abbildung 25: Verlauf der
Lebendzellzahl VCC der
Kultivierungsprozesse
(K09 - K13)

Abbildung 26: Verlauf der
Viabilitat (zusammengesetzt
aus VCC und TCC) der
Kultivierungsprozesse

(K09 — K13)
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Dem Kultivierungsprozess K09 wurden 5-mal Feed-Medium wéhrend der Kultivierung
zugegeben. Darunter befanden sich die drei Zeitpunkte (96 h, 120h und 144 h) wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase (bis ca. 165 h). Die Dauer der exponentiellen
Wachstumsphase verlangerte sich hierdurch und es wurde eine maximale Zellzahl von
uber 31 Millionen Zellen/ mL erreicht. Der Anteil der Lebendzellzahl ist nach einer

kurzen stationdren Wachstumsphase schnell gesunken.

Die zwei normalen Batch-Prozesse, K11 und K13, erreichten die stationare
Wachstumsphase bereits zwischen 120 und 150 h und die maximale Zellzahl betrug ca. 18
Millionen Zellen/ mL. In der stationédren Phase des Zellwachstums bei K13 sind sprunghafte
Messwerte (Artefakt in der offline Messung) an TCC und VCC zu erkennen. Die Spriinge
in der TCC und VCC beruhten auf offline Messfehlern. Bei der spateren Evaluierung der
Kalibrationsmodelle kann verglichen werden, ob sich diese Springe in der

spektroskopischen Beobachtung wiederfinden lassen.

Bei den Kultivierungsprozessen K10 und K12 ist gut zu erkennen, dass nach der Zugabe
von CPT die Sterbephase sofort eingeleitet wurde. Beide Kultivierungsprozesse wurden
ungefahr 95 h (4 Tage) als gewohnlicher Batch-Kultivierungsprozess durchgefihrt, bevor
die Apoptose induziert wurde. Die Gesamtzellzahl blieb nach der Induktion mit CPT relativ
konstant und die Lebendzellzahl nahm stetig ab. Das spiegelt den Verlauf der Viabilitét

wider.

Bei den normalen Batch-Prozessen K11 und K13 blieb die Viabilitat hoch (um die 99%) bis
120 — 150 h, bevor die Sterbephase eintritt. Beim Fed-Batch-Prozess K09 konnte die
Viabilitat der Zellen durch mehrfache Zugabe von Feed-Medium ldnger hochgehalten
werden und eine Verlangerung der exponentiellen Wachstumsphase kam zustande. Bei den
zwei Prozessen K10 und K12 war durch die Induktion der Apoptose eine schnelle Abnahme

der Viabilitat zu erkennen.
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5.2 Apoptose am Standardprozess

Die Prozesse K10 und K12 wurden ca. 95 h nach Prozessstart mit CPT (Camptothecin) zu
Apoptose induziert. Zusétzlich zu den offline Proben-Analyse wurde in den Proben der
Anteil der apoptotischen Zellen mit Hilfe der Annexin V & PI — Farbungsmethode und
einem Durchflusszytometer bestimmt. Abbildung 27 zeigt die Entwicklung der Apoptose in
den Prozessen K10 und K12 nach der Zugabe von CPT (Induktion der Apoptose im
Standardprozess). Die Bestimmung des apoptotischen Anteils bei K12 endet nach 138 h, da
die Anteile apoptotische Zellen nicht mehr eindeutig zugeordnet werden konnten [86]. Dies

war bei den Proben der Fall, bei denen die Viabilitat bereits unter 60% lag.
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Abbildung 27: Verlauf der apoptotische Anteil der Zellen in Prozess K10 und K12

Die Bestimmung der apoptotischen Zellen ist zusétzlich durch die héhere Zelldichte bei
Prozess K12 erschwert. Wahrend des Zellkultivierungsprozesses entstehen mit der Zeit
immer mehr Zelltrimmer, die die Messung im Durchflusszytometer stéren. Die
Bestimmung von apoptotischen Zellen ist sehr genau, wenn die Zellzahlen unter 10

Millionen Zellen/ mL liegen und wenn die Viabilitat tiber 60% - 70% ist.
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Beim Kultivierungsprozess K10 konnte der Anteil apoptotischer Zellen bis zum Ende der
Prozessfuhrung bestimmt werden. Der maximale Anteil erreichte knapp 36%. Beim Prozess
K12 ist der Anstieg kleiner als bei K10. Der maximale Anteil liegt bei knapp tber 23%.

Die Entwicklung der Zellen nach Zugabe von Camptothecin in den Bioreaktor ist in beiden
Kultivierungsprozessen ein kontinuierlicher Anstieg apoptotischer Zellen. Durch die
komplexe Prozessumgebung ist eine sehr hohe Vergleichbarkeit zweier Apoptose-
induzierter Prozesse nicht zu erwarten. Eine Aussage uUber einen linearen oder

exponentiellen Anstieg ist ebenfalls nicht eindeutig.

Sowohl die Zellzahlen als auch der Anteil apoptotischer Zellen gehdren zu den
zellphysiologischen und zellmorphologischen ProzessgroRen. Die Veranderung der
Zellphysiologie und der Morphologie kann mit sensitiven spektroskopischen Sonden
beobachtet werden, wie zum Beispiel mit der 2DF Spektroskopie. Im folgenden Abschnitt
soll gezeigt werden, wie eine weitere spektroskopische Sonde (UV/VIS) bei der
Prozessiiberwachung mitwirken kann, um die Zellzahlen zu U(berwachen. Eine
Machbarkeitsuntersuchung an der Beobachtung der Apoptose-Entwicklung im

Kultivierungsprozess mit der UV/VIS Sonde wird ebenfalls vorgestellt.
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5.3 Vorhersagemodelle von Zellzahlen mit 2DF- und UV/VIS-
Spektren

Wahrend der Kultivierungsprozesse K09, K10, K11 und K12 wurden sowohl 2DF-Spektren
als auch UV/VIS-Spektren aufgenommen. Aus beiden Datensdtzen wurden
Kalibrationsmodelle fir TCC und VCC erstellt. Die Modelle wurden anhand der
Spektraldaten von K13 fiir die VVorhersage der beiden Zellzahlen angewendet. Ahnlich wie
bei der ganzheitlichen Prozessiiberwachung des Kultivierungsprozesses K08, wurde die

Gute und Qualitat der Modelle und deren VVorhersage tberprift.

5.3.1 Auswahl der Datenbereiche

Den Kultivierungsprozessen K10 und K12 wurde CPT (Camptothecin) in den Bioreaktor
zugegeben, um die Apoptose im Prozess zu induzieren. Reines CPT hat einen typischen
,Footprint“ sowohl im UV/VIS Spektrum, als auch im 2DF-Spektrum. Im UV/VIS
Spektrum hat CPT zwischen 350 nm und 390 nm eine starke Absorption. Im 2DF-Spektrum
hat CPT bei der Wellenldangenkombination Excitation 370nm/Emission 450nm eine hohe
Intensitét. Die hohe Absorption in den UV/VIS Spektren und hohe fluoreszierende Intensitét
im 2DF Spektrum kénnen bei der Aufnahme der Spektren aus den Kultivierungsprozessen
interferieren. Des Weiteren erfolgt nur bei K10 und K12 die Zugabe von CPT nach ca. 95h
- 100 h, wahrend die beiden Kultivierungsprozesse K09 und K11 ganz normale Batch-
Prozesse waren. Es ist wichtig, dass die Kalibrationsmodelle aus Daten von &hnlich
verlaufenden Prozessen erstellt werden. Aus diesem Grunde werden bei den Apoptose-
Prozessen K10 und K12 nur Spektren bis zum Zeitpunkt kurz vor der Zugabe von CPT
verwendet. Das heilt, dass die Spektren von K10 und K12 ausschliel3lich aus der
exponentiellen Wachstumsphase stammten. Die TCC in K10 erreichte einen maximalen
Wert von knapp 10 Millionen Zellen/ mL und im Kultivierungsprozess K12 war die

maximale TCC um die 14 Millionen Zellen/ mL.

Damit sich die Kalibrationsmodelle fur die Zellzahlen besser fiir die VVorhersage eignen,
wird der Bereich der Spektraldaten weiter untersucht. Aus vorheriger Diskussion ber die

Zellzahl-Entwicklung wéhrend der Prozessen K09 — K12 ist gut zu erkennen, dass K09
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sowohl hohere TCC als auch VCC im Vergleich zu den anderen Prozessen hat. Wenn die
Kalibrationsmodelle auch mit den héheren Zellzahlen des Prozesses K09 erstellt wiirden,
konnte die Vorhersage dadurch groRer ausfallen. Aus diesem Grund werden bei K09 nur
die Spektren bei der Modellerstellung berlcksichtigt, bei denen die TCC kleiner als 20
Millionen Zellen/ mL ist. Um den Effekt besser zu veranschaulichen, werden zusétzliche
Modelle mit allen K09 Spektren (auch bei denen TCC groRer als 20 Millionen
Zellen/ mL ist) erstellt (siehe Abbildung 24). Das zusétzliche Modell mit gréReren TCC aus
K09 basiert auf 2DF Spektren, und der Vergleich wird im folgenden Abschnitt vorgestelit.

In Tabelle 3 wird die Anzahl der verwendeten Spektren fur die jeweiligen Modelle
aufgefiihrt. In dieser Arbeit wird das Apoptose-Modell nur fir den ersten
Beobachtungsversuch erstellt. Fur ein stabiles VVorhersagemodell sollten mehr Datensatze

vorhanden sein.

Tabelle 3: Anzahl der Spektren fir die Vorhersagemodelle

Tee& 34 25 53 22 134
UVIVIS- VCC
Modelle
Apoptose 0 22 0 21 43
2DF- TCC &
25 48 22 129
Modelle VCC

Der Kultivierungsprozess K13 hat eine Liicke von knapp 13 h in der Aufzeichnung der 2DF
Spektren aufgrund eines technischen Defekts. Die Datenliicke befindet sich zwischen
Prozesszeit 123 h und 136 h bei den 2DF Spektraldaten.

5.3.2 Vorhersage der Zellzahlen von K13
Vier verschiedene Kalibrationsmodelle wurden erstellt, um die Vorhersage von TCC und
VCC in Kultivierungsprozess K13 zu ermdglichen. Zwei Modelle basieren auf 2DF-

Spektren, wahrend die anderen zwei auf UV/VIS-Spektren basieren. Das Ergebnis der
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einzelnen Vorhersagen wird zunéchst vorgestellt. Ein Vergleich zwischen den Modellen
wird am Ende gezeigt.

Die 2DF-Spektren wurden durch Abzug des Medien-Spektrums vorbehandelt. Bei den
UV/VIS Spektren wurde eine Mittelwert-Korrektur vorgenommen, &hnlich zur
Vorbehandlung der MIR-Spektren. In Abbildung 28 werden die zwei PLS Modelle fur TCC
gezeigt. Es ist zu erkennen, dass beide Kalibrationsmodelle grundsétzlich die TCC aus den
Datensétzen gut vorhersagen kdnnen. Das UV/VIS Modell hat einen hoheren absoluten
Fehler und die Korrelation zwischen der Referenz und der Vorhersage ist ahnlich genau.
Das TCC-Kalibrationsmodell von 2DF benétigt vier Hauptkomponenten, um 98,16 % der
gesamten Varianz zu beschreiben. Dagegen braucht das TCC-Kalibrationsmodell von
UV/VIS funf Hauptkomponenten, um 99% der gesamten Varianz zu beschreiben. Beide

Kalibrationsmodelle fiir TCC wurden fur die Vorhersage von TCC in K13 verwendet.
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Abbildung 28: PLS Modelle fir TCC (links: Modell basiert auf 2DF Spektren; rechts: Modell basiert
auf UV/VIS Spektren).

Abbildung 29 zeigt das Ergebnis der Vorhersage. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Vorhersage mit dem Modell der 2DF-Spektren (rot) besser funktioniert als das Modell der
US/VIS Spektren. Aufgrund einer Datenliicke von ca. 13 h entsteht eine Liicke bei den
Vorhersagewerten zwischen 123 h und 136 h. Bis 120 h stimmen die Vorhersagewerte mit
dem 2DF-Modell mit den Referenzwerten mit sehr groRBer Genauigkeit Uberein. Die

Zellzahlen um die 110 h und am Ende des Kultivierungsprozesses haben in den TCC-
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Referenzwerten eine sprunghafte Entwicklung. Die Gesamtzellzahl sollte keinen
plotzlichen Anstieg oder Abnahme aufweisen, da die Zellen nicht in kurzerer Zeit
verschwinden und wiederauftauchen konnen. Der Vorteil von einer zusétzlichen
Prozessiiberwachung ist, dass dies eine zweite Sicht auf den Prozessverlauf liefern kann.
Die blaue zusatzliche Kurve stellt die Vorhersage aus einem Modell mit allen KO9 Spektren
dar. Hier wird gezeigt, dass die Vorhersagewerte hoher liegen, wenn die Spektren mit
hoherer Zellzahl als 20 Millionen Zellen/mL in der Modellerstellung berticksichtigt werden.

Das verringert die Vorhersagequalitat des Modells.

# ] Vorhersage TCC - 2DF vs. UV/VIS
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Abbildung 29: Vorhersage der TCC am K13 mit 2DF- und UV/VIS-Modell.

Im Vergleich zu der Vorhersage aus dem Modell mit 2DF-Spektren, ist die Vorhersage
weniger prazise mit dem Modell aus UV/VIS-Spektren. Die Vorhersagewerte liegen unter
den Referenzwerten und bis 100 h der Prozesszeit haben beide Vorhersage-Ergebnisse
keinen groRen Unterschied. Nach 100 h entwickeln sich die Vorhersagewerte aus dem
UV/VIS-Modell nicht mehr so stark nach oben und es bildet sich ein Plateau, das der
stationdren Phase des Zellwachstums &hnelt. Am Ende des Prozesses haben beide

Vorhersagemodelle einen Unterschied von 7 Millionen Zellen/ mL.
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In Abbildung 30 werden die PLS Modelle fur VCC gezeigt. Es ist klar zu sehen, dass beide
Kalibrationsmodelle die Lebendzellzahl gut beschreiben kénnen. Anders als die TCC-
Modelle, hat hier das UV/VIS Modell einen kleineren absoluten Fehler. Die Korrelation
zwischen Referenz und Vorhersage ist ebenfalls gut. Das VCC-Kalibrationsmodell von 2DF
benotigt sechs Hauptkomponenten, um 96,35 % der gesamten Varianz zu beschreiben. Das
VCC-Kalibrationsmodell von UV/VIS bendtigt ebenfalls sechs Hauptkomponenten, um
98,75 % der gesamten Varianz zu beschreiben. Beide Kalibrationsmodelle wurden fiir die

Vorhersage von VCC in K13 genutzt.
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Abbildung 30: PLS Modelle fir VCC (l.: Modell basiert auf 2DF Spektren; r.: Modell basiert auf
UV/VUS Spektren).

Abbildung 31 zeigt das Ergebnis der Vorhersage von VCC. Es ist gut zu sehen, dass die
Vorhersage mit dem Modell aus den 2DF-Spektren (orange) erheblich besser funktioniert
als die VVorhersage aus den UV/VIS-Spektren. Der Verlauf der Zellzahl VCC kann sehr gut
durch das Vorhersagemodell beschrieben werden. Die VVorhersagewerte liegen meistens
etwas hoher als die Referenzwerte. Am Ende des Prozesses sind die Vorhersagewerte
Kleiner als die Referenzwerte. In den Referenzwerten sind auch die Messfehler zu sehen,
denn es liegen ein paar Referenzwerte auBerhalb des erwarteten Verlaufs. Am Ende des
Kultivierungsprozess sinkt die VCC und diese Abnahme der VCC und der Wendepunkt

korreliert sehr gut mit den VVorhersagewerten.
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Abbildung 31: Vorhersage der TCC am K13 mit 2DF- und UV/VIS-Modell.

Ahnlich zu der TCC-Vorhersage aus dem Modell mit UV/VIS-Spektren, ist die Vorhersage
mit dem VCC-Modell aus UV/VIS-Spektren weniger effizient. Die Vorhersagewerte liegen
unter den Referenzwerten. Die VVorhersagewerte von TCC und VCC mit UV/VIS-Modelle
sind sehr &hnlich, was darauf hindeutet, dass mit Hilfe der UV/VIS-Spektroskopie keine

Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen getroffen werden kann.
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5.4 Beobachtung der induzierten Apoptose mit einer UV/VIS-
spektroskopischen Sonde

Fur die Erstellung von Vorhersagemodellen (Kalibrationsmodelle) fiir die Apoptose werden
ausschlieBlich die Spektren nach Zugabe von CPT (Camptothecin) berlicksichtigt. Der
Grund dafir ist die starke Eigenabsorbtion und Fluoreszenzintensitidt von CPT. Es ist
wichtig, dass die Modelle aus vergleichbaren Daten entstehen. In diesem Teil der Arbeit
wird daher nach Einleitung der Apoptose nach Korrelationen in den Spektren und der

Apoptose gesucht.

Die Apoptose verandert die Zellmorphologie und -physiologie. Mit den spektroskopischen
Sonden koénnen auch kleinste Anderungen im Prozess wahrgenommen werden [76]. Die
Herausforderung liegt darin, diese Anderungen aus den Spektraldaten zu extrahieren, zu
interpretieren und zu quantifizieren. Es ist ebenfalls wichtig, dass eine ausreichende

Datengrundlage vorhanden ist, damit die Modelle geniigend ,, Trainings* haben.

Obwohl nur begrenzte Datensdtze aus Apoptose-induzierten Kultivierungsprozessen
vorhanden sind, kann eine erste Untersuchung die Machbarkeit der Apoptose-Bestimmung

aus spektralen Daten zeigen.

5.4.1 Auswahl der spektroskopischen Methode flir die Beobachtung der
induzierten Apoptose

2DF-Spektroskopie ist eine sehr sensitive Methode [37]. Camptothecin (CPT) hat bei der
Wellenlangenkombination Excitation370nm/Emission450nm eine hohe Intensitét. Aus dem
Kultivierungsprozess K10 werden sowohl die 2DF-Spektren als auch die UV/VIS-Spektren
unmittelbar vor und nach der Zugabe von CPT in Abbildung 32 dargestellt. Die Einfllisse
von CPT auf die 2DF-Spektren werden in der Abbildung gezeigt. Der Effekt auf die
UV/VIS-Spektren ist hingegen kaum wahrzunehmen.
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Abbildung 32: Rohdaten der 2DF- und UV/VIS-Spektren vor und nach Zugabe von CPT
(Camptothecin) — (oben: 2DF Spektren, CPT hinterlasst groRe Footprints; unten: UV/VIS Spektren,

CPT im Bioprozess hat keinen deutlichen Einfluss auf die Spektren.)
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Die Legenden in der Abbildung 32 zeigen welche Reihenfolge die Spektren haben.
Zugabe — 1 bedeutet, dass es das letzte Spektrum vor Zugabe von CPT ist. Und Zugabe — 2
ist das vorletzte Spektrum vor Zugabe von CPT, wéhrend Zugabe + 1 das erste Spektrum

nach der Zugabe von CPT représentiert.

Hervorzuheben ist, dass die 2DF-Spektren im Abstand von 3 Minuten aufgenommen
wurden. Bei den gezeigten UV/VIS-Spektren ist ein zeitlicher Abstand von ca. 4 h zwischen
jedem Spektrum und dem darauffolgenden Spektrum. Bei den UV/VIS-Spektren ist die
Veranderung viel langsamer zu erkennen, daher wurde ein 4 stindiger Zeitabstand gewahlt,

damit die kleinen Anderungen zwischen den Spektren zu erkennen sind.

Der Anstieg der Intensitét in den 2DF-Spektren nach der Zugabe von CPT ist deutlich zu
erkennen. Die 2DF-Spektren von Zugabe — 3 (hellblaue mit Punkten), Zugabe — 2 und
Zugabe — 1 sind miteinander tberlagert, da die Veradnderung an Spektren kaum zu erkennen
ist. Innerhalb von 10 Minuten (Aufnahme von 4 2DF-Spektren) nach der Zugabe von CPT
hat sich die Intensitét bei einigen Wellenlangenkombinationen mehr als verdoppelt. Es ist
zu erkennen, dass sich nach der Zugabe von CPT die Intensitat der 2DF-Spektren vermehrt
im Bereich der CPT ,,Footprints* éndert. Diese Anderung an Intensitit ist in kurzer Zeit
hundert- bis auf tausendfach hoher als die Intensitatsanderung, die durch das Fortschreiten
des Prozesses hervorgerufen werden. Die Zugabe von CPT hat die Dynamik der
Beobachtung mit 2DF-spektroskopischer Sonde deutlich geédndert. Daher ist es nicht
sinnvoll hieraus ein Apoptose-Modell zu erstellen, da dieses Modell aus den stark durch
CPT beeinflussten Spektren nicht die Apoptose in unbeeinflussten Kultivierungsprozessen
beschreiben kann. Ein einfaches Abziehen des CPT Spektrums fir alle Spektren nach der
Zugabe von CPT ware nicht ausreichend, da eine Vergleichbarkeit zwischen den Spektren
vor und nach der Zugabe nicht moglich ist. Vor allem ist in Abbildung 32 (2DF- Spektren)
gut zu erkennen, dass die kleine Menge an CPT erst nach 10 — 15 Minuten im Bioreaktor
durchmischt wurde. Die 2DF-Spektren wurden ausschlieBlich von der Prozessumgebung in
unmittelbarer N&he der Sonde aufgenommen. Dadurch dass eine konkrete Bestimmung der
finalen Durchmischung von CPT im Bioreaktor nicht mdglich ist, wurde entschieden nicht
mit den 2DF-Spektren weitere Evaluierung durchzufuhren.

Bei den UV/VIS-Spektren ist zu erkennen, dass keine deutliche Verénderung durch die
Zugabe von CPT bewirkt wird. Die UV/VIS-spektroskopische Methode ist im Vergleich zu
2DF nicht so sensitiv. Das Ergebnis zeigt, dass CPT kaum Einfluss auf die UV/VIS Spektren
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hat. Fir die Beobachtung der induzierten Apoptose ist die UV/VIS-spektroskopische

Methode daher besser geeignet.

5.4.2 PCA - Spektren von K10 und K12

Mit den insgesamt 49 UV/VIS Spektren des Kultivierungsprozesses K10 und 59 UV/VIS-
Spektren des Prozesses K12 wird eine Hauptkomponentenanalyse (PCA: Engl. principal
component analysis) durchgefuhrt, um den Datensatz zu strukturieren und um die
wesentliche Information Uber den Verlauf/Muster der Prozesse zu finden [87]. Die
Hauptkomponentenanalyse kann die Qualitdit der Spektren analysieren, bevor
Kalibrationsmodelle anhand der Datensétze erstellt werden. Um die beiden Datensétze
besser zu veranschaulichen, werden die Spektren nach der Zugabe von CPT (apoptotisch)

besonders gekennzeichnet.

In Abbildung 33 werden zwei Hauptkomponentenanalysen gezeigt. Die obere Analyse (A)
wurden mit allen Spektren aus K10 und K12 erstellt. Sowohl die Spektren vor Zugabe von
CPT als auch nach der Zugabe wurden bertcksichtigt. Die untere Analyse (B) beinhaltet
nur die Spektren nach der Zugabe von CPT.
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PCA K10 & K12 (apoptotisch)
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Abbildung 33: Hauptkomponentenanalyse von UV/VIS Spektren aus K10 und K12.
A) Alle Spektren wurden berucksichtigt. B) Nur Spektren nach der Apoptose-Induktion wurden
bertcksichtigt.

Die Hauptkomponentenanalyse von allen Spektren zeigt, dass die Richtung der
Prozessentwicklung auf der ersten Hauptkomponente (PC: Engl. principal component) gut
zu erkennen ist. Die Richtung der Prozessentwicklung verldauft von rechts nach links. Bei
den K10 Spektren kénnen mindestens drei Gruppierungen entdeckt werden. Die Richtung
der Prozessentwicklung bei den K10 Spektren in der zweiten Hauptkomponente ist nicht
eindeutig. Die strikte Unterscheidung zwischen Spektren, die vor und nach der Zugabe von

CPT aufgenommen wurden, ist nicht maglich.

Bei den K12 Spektren sind zwei deutliche Gruppierungen zu sehen. Die Spektren vor
Zugabe von CPT und nach der Zugabe sind in unterschiedliche Gruppierung aufgeteilt. Die
Entwicklung des Prozesses innerhalb der jeweiligen Gruppierung ist deutlich zu erkennen,

sowohl in der ersten als auch in der zweiten Hauptkomponente.

Dagegen zeigt das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse mit den Spektren nach der
Zugabe von CPT sehr dahnliche und geordnete Verldufe. Die Richtung der
Prozessentwicklung ist bei den beiden Prozessen dahnlich. Mit Bezug auf die
Prozesszusténde, sind die Zellzahlen bei K12 (13 Millionen Zellen/mL) hoher als bei K10
(8 Millionen Zellen/mL). Der Anteil der apoptotischen Zellen ist bei K10 héher entwickelt
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als bei K12. Aus der PCA konnen Vermutungen Uber die Prozessverldufe entstehen. Es ist
schwierig mit begrenzten Datensétzen aus zwei Kultivierungsprozessen, weitere Aussagen
uber die Qualitat der Spektren zu treffen. Weitere Datensétze werden bendtigt, um die These

zu bekréftigen.

Im néchsten Abschnitt werden die PLS Kalibrationsmodelle vorgestellt. Die Modelle

wurden mit den Spektren nach Zugabe von CPT erstellt.

5.4.3 PLS Kalibrationsmodelle fiir den Anteil apoptotischer Zellen im
Prozess

Kalibrationsmodelle werden mit den UV/VIS Spektren von K10 und K12 fur die
Beobachtung der induzierten Apoptose erstellt, um die Korrelation zwischen UV/VIS-
Spektren und der Apoptose-Entwicklung zu finden.

Hier werden zwei verschiedene Kalibrationsmodelle untersucht. Das erste Modell besteht
aus Spektren von den beiden Prozessen K10 und K12. Das andere Kalibrationsmodell wird
nur aus den Spektren vom Kultivierungsprozess K10 erstellt. Trotz der geringen Anzahl an
Datensatze, wird eine VVorhersage fiir K12 mit Hilfe des Models von K10 durchgeftihrt. Das
Ergebnis soll als Machbarkeitsversuch dienen.
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Abbildung 34: Kalibrationsmodelle aus UV/VIS — Induzierte Apoptose (I.: Daten aus K10 & K12; r.: Daten aus

K10)
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In Abbildung 34 wird das Ergebnis beider Kalibrationsmodelle vorgestellt. Das Modell aus
Spektren von beiden Prozessen bendtigt eine Hauptkomponente, um 97,92 % der gesamten
Varianz zu beschreiben. Das K10-Modell beschreibt ebenfalls nur mit einer
Hauptkomponente 97,97 % der gesamten Varianz. Mit Daten aus nur einem Prozess ist es
nicht aussagekraftig, ob das Modell tatsachlich die Apoptose-Entwicklung beschreibt.
Allerdings soll es ausreichend sein, um die Machbarkeit zu priifen und um Erkenntnisse aus
der Vorhersage zu gewinnen. Des Weiteren ist das ein vielversprechendes Ergebnis, das

durch mehr Datengrundlage validiert werden kann.
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Abbildung 35: Vorhersage von Anteil apoptotischer Zellen im Prozess K12. Der Verlauf der Apoptose-
Entwicklung konnte mit dem Modell aus Apoptose-Entwicklung von K10 vorhergesagt werden.

Abbildung 35 zeigt die Vorhersage der apoptotischen Zellen im Kultivierungsprozess K12.
Es wurde hierfiir der Abschnitt der UV/VIS Spektren zwischen 95 h und bis zum Ende des
Prozesses nach 163 h verwendet. Es zeigt, dass die Vorhersagekurve sehr gut mit den
Referenzwerten tbereinstimmt. Der Bereich vor dem Zeitpunkt der Apoptose-Induktion
(erster Referenzmesswert) wird als negative Werte vorhergesagt, die nicht zu den realen
Werten passen, da der Anteil apoptotischer Zellen nicht kleiner als 0 % sein kann. Es wird
deutlich gezeigt, dass das Modell nicht direkt die Apoptose beschreibt oder vorhersagt,
sondern andere Variablen, die mit dem Anteil apoptotischer Zellen korrelieren.
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In Abbildung 36 sind die Regressionskoeffizienten dargestellt. Es ist gut zu erkennen, dass

die Absorption im Bereich zwischen 200 nm und 300 nm den groRten Einfluss auf das

Modell hat. Ein weiterer Bereich liegt zwischen 550 nm und 700 nm.

0,2

Regressionskoeffizienten

A)

Regressionskoeffizienten
1

-3
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Abbildung 36:

Apoptose Modell (UV/VIS)
Regressionskoeffizienten
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Wellenldnge (nm)

TCC und VCC Modelle (UVNVIS)
Regressionskoeffizienten
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Regressionskoeffizienten bei PLS-Modell Apoptose (A) (basiert auf apoptotische

Spektren von K10) und PLS-Modellen TCC & VCC (B) (basiert auf K09, K10 — nicht apoptotisch, K11
und K12 — nicht apoptotisch).
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Im Vergleich zum UV/VIS PLS Modell von TCC/VCC, haben die Regressionskoeffizienten
des Apoptose-Modells eine andere Charakteristik, obwohl sich die zwei genannten Bereiche
mit der héchsten Dynamik ahneln. Die Beschreibung der Apoptose mit den UV/VIS-
Spektren korreliert nicht direkt mit den Modellen zu TCC/VCC. Proteine haben im UV-
Bereich eine maximale Absorption bei 280 nm, wahrend Nukleinsdure die maximale
Absorption bei 260 nm besitzt. Es wurde bereits in der Forschung mit mikrobiellen Zellen
gezeigt, dass zwischen 350 nm und 400 nm Information zur Differenzierung zwischen
viablen und toten Zellen zu finden ist [6]. Die Beobachtung l&sst sich nicht ohne Weiteres
von mikrobiellen Zellen auf Sdugertierzellen Ubertragen, legt aber die Vermutung nahe,
dass die vermehrte Apoptose die Zelllyse fordert und somit nehmen die beobachteten

Proteine und Nukleinsauremenge im Prozess zu.

Es ist gelungen mit der UV/VIS-Spektroskopie, die Entwicklung der Apoptose zu

beobachten. Allerdings benétigt das Modell noch weitere Validierung und Datensétze.

71



UV/VIS- und 2DF spektroskopische Sonde zur Beobachtung der Zellenzustéande
(Zellzahl und Apoptose)

5.5 Zusammenfassung und Diskussion der Beobachtung der
Zellzustande mit 2DF- und UV/VIS-Spektroskopie

Es ist gelungen mit der UV/VIS-Spektroskopie, die Entwicklung der Apoptose zu
beobachten. Die Evaluierungsmethoden sind etabliert und mit zukilnftigen Datensétzen
kann die Beobachtung auf Apoptose mit UV/VIS-spektroskopischer Methode prézisiert und

modelliert werden.

Die Zellzahlen konnten mit der UV/VIS-spektroskopischer Methode beobachtet werden.
Die Qualitat der Vorhersage mit der 2DF-spektroskopischen Methode ist besser. Die
Vorhersage mit UV/VIS Modellen ist sehr gut wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase. Die zusatzliche Anbindung mit UV/VIS-spektroskopischer Sonde am

Standardprozess erweiterte die Multimodalitit der Prozesstiberwachung auf Apoptose.

Durch die sehr starke Fluoreszenzintensitat von CPT sind die 2DF Spektren nach der
Induktion von Apoptose schwierig zu handhaben. Aber es gibt durchaus andere Methoden,
um Apoptose zu induzieren und dabei keine Interferenz mit der Spektroskopie haben. Eine
Madglichkeit wére die Apoptose mit Nanopartikeln, wie z.B. ZnO (Zinkoxid) zu induzieren
[88-91].
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt die Evaluierungen der spektroskopischen Methoden MIR-,
2DF- und UV/VIS-Spektroskopie zur ganzheitlichen Uberwachung eines Saugetierzellen-
Kultivierungsprozesses. Die Methode der Prozessiiberwachung mit den multimodalen
spektroskopischen Sensoren an einem Standardprozess in einem 15 L-Edelstahlbioreaktor
mit CHO-K1 Zellen wurde erfolgreich etabliert. Dartber hinaus wurde eine Methode zur
gezielten Apoptose-Induktion mit Camptothecin (CPT) in den CHO-K1 Zellen entwickelt,
mit der die Prozessuberwachung auf die zellphysiologischen und -morphologischen

Zustande erweitert wurde.

Die Untersuchung der ganzheitlichen Uberwachung fokussiert dabei auf zwei Aspekte: Zum
einen die Uberwachung der niedermolekularen Analyten, zu denen Glucose, Laktat und
Glutamin gehéren. Zum anderen die Beobachtung der Zellenzustande, z.B. Zellzahl,
Viabilitat und Apoptose. Die niedermolekularen Nahrstoffe / Metaboliten werden mit Hilfe
der MIR-Spektroskopie beobachtet, wéahrend die Zellenzustdnde sowohl mittels 2DF- als
auch UV/VIS-Spektroskopie tberwacht wurden. Flr die Bioprozessiiberwachung wurde
zuerst mit der MVDA-Methodik die Korrelation zwischen den in-line aufgenommenen
Spektren (MIR-, 2DF- und UV/VIS-Spektren) und den off-line gemessenen
Konzentrationen (Dichte, Stirke usw.) der Zielanalyten (Glucose-, Laktat-, Glutamin-
Konzentration, Gesamtzellzahl, Lebendzellzahl und Anteil apoptotischer Zellen) untersucht.
Nachfolgend wurden die Korrelationen in Form von Kalibrationsmodellen dargestellt. Die
Modelle dienen hierbei als ,, Translatoren”, um die Spektren aus dem Bioprozess in die
guantitative GroRRe des jeweiligen Zielanalyten zu (bersetzen. Zum Schluss wurde das
,,Ubersetzungsergebnis“ qualitativ und quantitativ bewertet. Um die Stabilitit und Qualitit
der Modelle besser bewerten zu konnen, wurde die Prozessuberwachung stets an den

Kultivierungsprozessen erprobt, die von der Erstellung der Modelle unabhangig waren.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass die Starke und die préaferierten
Anwendungsbereiche der drei spektroskopischen Methoden in der Uberwachung von
Bioprozessen liegen. Die MIR-Spektroskopie ist eine sensitive Methode vorzugsweise flr
die Detektion der Rotationsschwingung in den funktionellen Gruppen der organischen
Verbindungen. Daher ist sie eine geeignete Methode fiir die Uberwachung der Nahrstoffe
(Glucose und Glutamin) und des Metabolitens (Laktat). Die 2DF-Spektroskopie eignet sich
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insbesondere, um Informationen zu Proteinen, NADH, Vitaminen und Cofaktoren im
Bioprozess zu ermitteln. Gemeinsam mit der Moglichkeit zum Erfassen des
Streulichtverhaltens wahrend eines Bioprozesses ist die 2DF-Spektroskopie ein guter
Kandidat fur die Detektion und Uberwachung der Gesamtzellzahl und der Lebendzellzahl,
die dadurch indirekt beobachtet werden. Die UV/VIS-Spektroskopie mit einem breiten
Wellenlangenbereich zur Absorptionsmessung ist in der Lage, Chromophore und die
Tribungsveranderung zu detektieren. Daher ist sie geeignet fiir die Beobachtung an
Zellenanderungen, die durch Vermehrung der Zellen und morphologische Veranderungen
hervorgerufen werden. CPT hinterlasst in 2DF-Spektren signifikante ,,Footprints®, was die
Interpretation der 2DF-Spektren erschwert. Daher wurde fur die Beobachtung der Apoptose
die UV/VIS-Spektroskopie eingesetzt, da CPT kaum Einfluss auf die UV/VI1S-Spektren hat.

Aufgrund limitierter Anbindungsplatze am Standardprozess (15 L — Edelstahlbioreaktor)
konnten nicht alle drei spektroskopischen Methoden gleichzeitig an der
Prozessiiberwachung eingesetzt werden. Die erste Evaluierung diente der ganzheitlichen
Prozessiiberwachung, welche durch eine Kombination von MIR- und 2DF-
spektroskopischen Sonden realisiert wurde. Die zweite Aufstellung mit 2DF- und UV/VIS-
Spektroskopie fokussierte die vertiefte Betrachtung der Zellenzustande, zu denen Zellzahl

und Apoptose gehdren.

Im Ergebnis des ersten Teils dieser Arbeit zeigten im Rahmen der ganzheitlichen
Prozessiiberwachung fast alle Kultivierungsprozesse éhnliche Prozessverlaufe hinsichtlich
der funf zu untersuchenden CPPs. Dieses Resultat stellte die notwendige Basis fir die
Modellbildung dar. Weiterhin zeigten sich Variationen in der Prozessfiihrung, unter denen
funf Batch-Prozesse, zwei Fed-Batch-Prozesse und zwei kontaminierten Prozesse waren.
Ahnliche Zusammensetzungen der durchgefiihrten Prozesse wurden im letzten Teil dieser
Arbeit im Rahmen der vertieften Prozessuberwachung der Zellzustdnde mit 2DF- und
UV/VIS-Spektroskopie beobachtet.

Eine der Herausforderungen der ganzheitlichen Prozessiiberwachung besteht darin, die
wesentlichen Informationen aus der grofien Menge an Spektraldaten zu extrahieren, damit
tragfédhige Modelle fiir die Beschreibung und Vorhersage der CPPs mdglich sind. Ebenso
herausfordernd ist die Differenzierung der Modelle, da aus MIR-Spektren drei Modelle fur
die Uberwachung der Glucose, des Laktats und des Glutamins resultieren sowie zwei
weitere Modelle aus den 2DF-Spektren fiir Gesamtzellzahl (TCC) und Lebendzellzahl
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(VCC). Die Multimodalitat hat den Vorteil, dass sie die geeignetste Methode fir die
Uberwachung verschiedener CPPs auswahlt. Ferner kénnten sich die Modelle gegenseitig
kalibrieren und hybride Modelle waren aus mehreren spektroskopischen Methoden mdglich.

Ein Prozesswissenszuwachs ware ebenfalls durch die Multimodalitat moglich.

Ein wesentliches Ergebnis der ganzheitlichen Prozesstiberwachung mit MIR- und 2DF-
Spektroskopie liegt in der Vorhersage aller finf CPPs bei dem unabhangigen
Kultivierungsprozess K08. Alle typischen Verlaufe der CPPs konnten vorhergesagt werden.
Die Modelle sind somit in der Lage, charakteristische Wendepunkte und die exponentielle
Wachstumsphase eines typischen CHO-K1 Zellkultivierungsprozesses zu erkennen und
korrekt vorherzusagen. Die Glutamin-Vorhersage weist ein etwas schlechteres Ergebnis auf.
Der Verlauf der VVorhersagewerte der Glutamin-Konzentration hat im Vergleich zu anderen
CPPs mehr Rauschen. Fir die zukinftige Modellerstellung bzw. ein Modell-Update des
Glutamins konnen weitere Datenvorverarbeitungen oder Glattungsmethoden angewandt
werden, um einen besseren Verlauf der VVorhersagewerte des Glutamins zu erzielen. Ein
weiteres wesentliches Ergebnis der ganzheitliche Prozessiberwachung stellt eine
automatisierte Glucose-Regelung am Ende des Kultivierungsprozesses K08 dar. Mit Hilfe
eines Glucose-Vorhersagemodells wurde wahrend des laufenden Prozesses KO8 die
Glucosekonzentration direkt nach Aufnahme des MIR-Spektrums ermittelt und basierend
auf der Vorhersage Glucose hinzufttert oder nicht. Das Ergebnis zeigte, dass die Regelung
gelang und am Ende des Prozesses die Glucose-Zugabe im Rahmen der vorgegebenen

Konzentration von 0,5 g/L (vorhergesagter Wert) lag.

In einem weiteren Teilbereich dieser Arbeit wurde eine Methode zur gezielten Apoptose-
Induktion in der Zellkultur mit CHO-K1 Zellen entwickelt. Die Apoptose, auch
programmierter Zelltod genannt, ist einer der wichtigen Zellzustande. Sie ist ein naturlicher
Vorgang und ein standiger Begleiter wahrend eines Zellkultivierungsprozesses. Lediglich
der Anteil der Zellen, die sich gerade in der apoptotischen Phase befinden, variiert. Die
Methode der gezielten Induktion zur Apoptose in der CHO-K1 Zellkultur soll daher
Zellkulturen mit vordefinierter Stdrke an Apoptose generieren, damit weitere
Untersuchungen an der apoptotischen Zellkultur méglich sind.

Die Apoptose-Messung wurde als Bestimmung des Anteils der apoptotischen Population
im  Zellkulturprozess definiert. Die Bestimmung wurde mit Hilfe eines

Durchflusszytometers anhand der Zellfarbung mit Annexin V und Pl durchgefinhrt.
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Aufgrund der einfachen Handhabung wurde Camptothecin (CPT) als Induktionsmittel
festgelegt. Das Ergebnis der gezielten Apoptose-Induktion in Schittelkolbenkulturen zeigte,
dass mit drei verschiedenen CPT Konzentrationen (5 puM, 10 uM und 15 puM) in der
Zellkultur und zwei Inkubationszeiten (6 und 24 Stunden) insgesamt finf Apoptose-Starken
(von unter 10% bis Gber 40% Anteil apoptotischer Zellen) in den Zellkulturen erzielt wurden.
Diese Methode bietet die notwendige Basis flr die Evaluierung der Beobachtung von
Apoptose am Standardprozess im 15 L — Edelstahlbioreaktor mit 2Df- und UV/VIS-
Spektroskopie.

Daher wurde die Uberwachung des Zellkultivierungsprozesses auf die Zellenzustande
ausgedehnt. Modelle wurden fur die Vorhersage von Zellzahlen und Apoptose erstellt. Auch
bei dieser Untersuchung wurde abschlieRend ein unabhéngiger Kultivierungsprozess zur

Validierung und Bewertung der Modelle verwendet.

Die vertiefte Prozesstiberwachung auf Zellenzustdnde bestand aus zwei Teilen. Der erste
Teil befasste sich mit dem Vergleich der 2DF- und UV/VI1S-spektroskopischen Methoden
zur Uberwachung der Gesamtzellzahl (TCC) und Lebendzellzahl (VCC). Anhand der
Apoptose-induzierten Kultivierungsprozesse behandelte der zweite Teil den Versuch zur
Beobachtung der Apoptose-Entwicklung mit UV/VIS-Spektroskopie. Die Multimodalitét
der verwendeten Methoden wurde somit auf insgesamt drei verschiedenen

spektroskopischen Methoden erprobt.

Das Ergebnis des Methoden-Vergleichs zwischen 2DF- und UV/VIS-Spektroskopie zur
Uberwachung der Zellzahl zeigt, dass die Modelle mit 2DF-Spektren eine bessere
Vorhersage als UV/VIS-Modelle bieten. Bis zum Eintritt in die stationare Phase konnte die
Gesamtzellzahl TCC mit hoher Genauigkeit vorhergesagt werden. In der stationdren Phase
lagen die Vorhersagewerte an TCC hoher als die Referenzwerte. Auch mit einer Datenliicke
von ca. 13 Stunden in der stationdren Phase funktionierte das VVorhersagemodell stabil und
konnte die Vorhersage nach der Datenliicke fortsetzen. Hier zeigte sich deutlich die Starke
der spektroskopischen Methode zur Prozessiiberwachung. Die RMSEP spielte hier keine
groRe Rolle, da sich nach Eintritt in die stationdre Wachstumsphase die off-line Messwerte
als offensichtiges Artefakt erwiesen haben. Die Vorhersagewerte an TCC wiurden besser
zum Fortschreiten des Prozesses passen. Mit einem stabilen und zuverlassigen Modell
konnen die den offline Messungen immanenten Messfehler kompensiert werden. Das 2DF-

VCC Modell zeigte ein schlechteres Ergebnis durch einen hoheren Vorhersagefehler. Das
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VCC Modell ist in der Lage, die Sterbephase sehr genau zu beobachten. Dass die 2DF-
Spektroskopie sich zur prazisen Zellzahlen-Vorhersage eignet, wurde bereits im Rahmen
der ganzheitlichen Prozesstiberwachung bewiesen. Hier diente die Vorhersage mit 2DF-
Spektraldaten als Referenz zu der UV/VIS-spektroskopischen Methode. Hierbei wird der
Vorteil mit mehreren Methoden zur Prozessiiberwachung deutlich gezeigt. Die Limitierung
einer Methode kann durch Einsatz einer anderen Methode kompensiert werden.

Die Vorhersagewerte von TCC und VCC bei den beiden UV/VIS-Modellen sind niedriger
als die Referenzwerte. Der typische Verlauf von TCC konnte gut prognostiziert werden,
wahrend die Sterbephase durch die Vorhersage von UV/VIS-VCC Modell nicht zu
erkennen war. Die Apoptose-Entwicklung hingegen korreliert gut mit dem Absterben der
Zellen. Dadurch dass die UV/VIS-spektroskopische Methode die Sterbephase der Zellen
nicht ausreichend beobachtete, wurde die Korrelation zwischen dem Sinken der

Lebendzellzahl und der steigenden Apoptose gebrochen.

Die Beobachtung der Apoptose bzw. des Anteils apoptotischer Zellen im
Kultivierungsprozess war ein Machtbarkeitsversuch, da UV/VIS-Spektren aus nur zwei
Apoptose-induzierten Prozessen vorhanden waren. Das Ergebnis der PCA (Engl. principal
component analysis: Hauptkomponentenanalyse) zeigte, dass die Entwicklung der
Apoptose in den Prozessen K10 und K12 einen sehr &hnlichen Verlauf in den ersten zwei
Hauptkomponenten aufweist. Durch das Kalibrationsmodell aus K10 konnte die
Entwicklung der Apoptose in K12 sehr gut beschrieben werden. Der Versuch der Apoptose-
Beobachtung mittels UV/VIS-Spektroskopie war erfolgreich. Somit wurde die
ganzheitliche Prozessuberwachung am Standardprozess im 15 L Edelstahlbioreaktor zur

Beobachtung von insgesamt sechs Prozessparametern als erfolgreich erwiesen.

Fur eine zukinftige Evaluierung der Apoptose-Beobachtung werden jedoch mehr
Datensatze bendtigt. Des Weiteren kdnnen die apoptotischen Zellen aus der gezielten
Induktion ebenfalls als Beobachtungsobjekt mit 2DF-Spektroskopie und UV/VIS
untersucht werden. Mit Blick auf die Produktivitidt des Saugetierzelleneinsatzes in der
biopharmazeutischen Industrie sollte zudem untersucht werden, in wieweit Apoptose im
Bioprozess die Produktivitat hindert. Fur die zukunftige Forschung kann die Fragestellung

zur Regelung der Apoptose-Entwicklung im Bioprozess ebenfalls von Bedeutung sein.
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Fur die zukinftigen Forschungs- und Entwicklungsarbeiten konnten die entwickelten
Methoden sowohl fiir ,,Scale-up* als auch fiir ,,Scale-down* Prozesse erprobt werden. Fiir
das ,,Scale-up‘“ konnen die Methoden auf grofleren industriellen Maf3stab tiberpriift werden,
um den Weg der Einsatzmdoglichkeit in der Industrie zu ebnen. Des Weiteren ist eine
Adaption der Methoden fir Single-Use Bioreaktoren interessant, da Single-Use
Technologien in der biopharmazeutischen Industrie immer bedeutender werden und die
Marktanteile in der Industrie wachsen. Um die Methoden auf Single-Use Technologien zu
Ubertragen, muissen noch einige Herausforderungen gemeistert werden, z.B. die
Notwendigkeit eines neuen Anbindungskonstrukts und die generelle Limitierung an

Sterilisationsmethoden in den Single-Use Technologien etc.

Spannender fiir die Weiterentwicklung ist die ,,Scale-down® Variante. Personalisierte
Medizin ist ein wichtiges und zukunftweisendes Thema. Fr die individuelle Medizin wird
oft eine vollautomatisierte Prozessminiaturisierung verwendet und die gezeigten
spektroskopischen Methoden zur Prozessiiberwachung kénnen weiterentwickelt werden,
damit ein vollautomatisierter Bioprozess moglich ist. Hierbei ist die Multimodalitat der
spektroskopischen Sensoren gefragt, da mehr Prozessparameter dadurch tiberwacht werden
kénnen. Flr den miniaturisierten Bioprozess ist es sinnvoll, sowohl kleine und kompakte
als auch multimodal-kombinierte Sensoren fur den Einsatz zu entwickeln. Die Software-
Seite der Entwicklung ist genauso wichtig, da ohne passende Modellerstellung die Methode
nicht brauchbar ist. Robuste und Ubertragbare Modelle, die mdglichst validierbar sind,
kdénnen die Nutzung der Prozessiberwachungsmethode mit Hilfe von Spektroskopie
fordern. Die Verallgemeinerbarkeit der Modelle ist ebenfalls von groRem Interesse. Ferner

kdnnte eine Sensoren-Plattform von Bedeutung sein, da sie sich selbst Giberwachen koénnte.

Zusammenfassend konnte in Rahmen dieser Arbeit alle drei spektroskopischen Methoden
am Zellkulturprozess mit CHO-K1 Zellen fiir die Uberwachung des Prozesses erfolgreich
evaluiert werden. Es wurde deutlich, dass die Methoden sowohl Stérken als auch
Limitierungen haben, und durch ein Kombinieren der Methoden das Ziel einer
ganzheitlichen Prozessuiberwachung erreicht werden kann. Eine vertiefte Betrachtung der
zellphysiologischen und -morphologischen Zustdnde bietet Anregung fur weitere
Fragestellung (ber die Apoptose. Die evaluierte Methode zur Uberwachung des

Zellkulturprozesses mittels multimodaler spektroskopischer Sonden kann dazu beitragen,
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dass ein weiterer Schritt zum Ziel der real-time Prozesstiberwachung und Prozessregelung
in der FDA PAT-Initiative getatigt ist.
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8. Anhang

8.1 Material und Gerate

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Materialien und Gerate sind in den

untenstehenden Tabellen aufgelistet.

Bezeichnung

Produkt

Firma/Bezugsquelle

15 L Edelstahlbioreaktor

BIOSTAT® Cplus

Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Géttingen

2D

DELTA, Horsholm,

Fluoreszenzspektrometer BioView® Dénemark

Annexin V Roche, Basel, Schweiz
Arium® 661 Ultrapure Sartorius Stedim Biotech
water system GmbH, Gottingen
Aseptische Konnektor BioWelder® Sartorius Stedim Biotech

GmbH, Géttingen

ATR-Sonde Diamant 2x
Reflexion

art photonics GmbH, Berlin

Autoklav

Systec V-150

Systec GmbH, Wettbergen

Bovine Serum Albumin

Sigma Aldrich, Miinchen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Aldrich, Miinchen

Durchflusszytometer

Beckman Coulter Flow
Cytometry EPICS XL-
MCL

Beckman Coulter, Inc.,
Brea, USA

Feed-Medium

CHOMACS Feed
Supplement

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

Feinwaage

MC1

Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Géttingen

Filter (DMSO bestandig)

Minisart® RC15 Syringe
Filter 17761

Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Géttingen

Glucose

D-(+)-Glucose

Sigma Aldrich, St. Louis,
USA

Hypoxanthin/Thymidin fr
Medium

Gibco® HAT Supplement
100x

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Ingold-Probenahme-Ventil

SVC25

Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Géttingen
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Bezeichnung

Produkt

Firma/Bezugsquelle

Inkubator

HERACEell 240, CO2
Inkubator

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

L-Glutamin

L-Glutamin 200 mM

Biochrom, Berlin

MATRIX-MF MIR
Spektrometer mit

Bruker Optik GmbH,

Ettlingen

Cryocooler

MVDA Software Unscrambler®v.10.1 CAMO Software, Oslo,
Norwegen

Natriumhydrogencarbonat

Sigma Aldrich, Buchs,
Schweiz

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt

pH-Elektrode

EASYFERM Plus

Hamilton Messtechnik
GmbH, Hochst

Plastikschittelkolben

250 mL /500 mL

Corning, Tewksbury, USA

pO.-Sonde

OXYFERM FDA

Hamilton Messtechnik
GmbH, Hochst

Préazisionswaage Extend

Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Géttingen

Propidium iodide (PI)

Sigma Aldrich, Miinchen

Sacova-Ventil

Safe Coupling Valve

Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Géttingen

Silikonschlauch

ID4mm & OD 8 mm

VWR

Software Bioprocess
Datenbank

SIPAT

Simens Inc., Brussels,
Belgien

TPE Schlauch

C-Flex Clear 082, 3/16“ x
5/16

Saint-Gobain, Courbevoie,
France

UV/VIS Spektrometer

J & M Analytik AG,

Essingen

Vortex-Mixer VM-300 NegLab Migge GmbH,
Heidelberg
KREIENBAUM

YSI Biochemischer 2950 Wissenschaftliche

Analysator Messsysteme e.K.,
Langenfeld

Zellkulturmedium CHOMACS CD Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

Zelllinie CHO-K1-HP A_G Zellkulturtechnik, Uni
Bielefeld

Zellzéhler Cedex Roche, Penzberg
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Zentrifuge 5702 Eppendorf AG, Hamburg

8.2 Methoden

In diesem Kapitel werden die verwendeten Methoden vorgestellt.

8.2.1 Bioreaktorkultivierungen

Hier werden die Durchfiihrungsmethoden der Vorkultur und des Hauptkultivierungs-
prozesses vorgestellt. Die Vorkulturen werden in Schiittelkolben im Inkubator aufgezogen.

Der Hauptkultivierungsprozess findet im Edelstahlbioreaktor statt.

8.2.1.1 Ansetzen der Vorkultur

Aus der vorbereiteten working cell bank wird eine CHO-K1-HP Kultur aufgetaut. In einen
Schittelkolben wird die aufgetaute Kultur in CHOMACS CD-Medium mit 8 mM L-
Glutamin und 1% HAT Kkultiviert. Bei einer Zellkonzentration von ca. 1-107 Zellen/mL
erfolgt das Passagieren mit frischem Medium. Nach dem Passagieren hat die neue Kultur
eine Zelldichte von 4 — 5 -10° Zellen/mL. Zwei Passagen sind notwendig vor der Inokulation

in den Bioreaktor.

8.2.1.2 15 Liter Bioreaktorkultivierung

Am Tag vor der Innokulation wird der 15 L Edelstahlbioreaktor autoklaviert und vorbereitet.
Alle benétigten GefaRe und Schlduche werden ebenfalls autoklaviert und vorbereitet

werden. Das Sterilisationsprogramm am Bioreaktor verlauft automatisiert.
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Sechs Liter CHOMACS CD-Medium, 300 mL aufgetautes L-Glutamin und 75 mL HT
werden steril in den autoklavierten Bioreaktor gegeben. Der Bioreaktorinhalt wird auf die
Temperatur von 37 °C aufgeheizt. Bevor die Vorkultur in den Bioreaktor gegeben wird,
werden Spektrum von MIR-, 2DF- und UV/VIS-Spektrometer aufgezeichnet fir die
Analyse und Modellerstellung. Durch Berechnung wird das Volumen der bendtigten
Vorkultur bestimmt. Die Zellzahl des Bioreaktor soll zum Zeitpunkt der Innokulation ca. 4
— 5 .10° sein. Die Differenz an Medium wird dem Bioreaktor zugefiihrt. Die Zugabe von
Vorkultur und auch Feed-Medium wahrend des Kultivierungsprozesses erfolgt Gber das

Sacova-Ventil.

In der Tabelle 4 zeigt Informationen uber die Kultivierungsbedingungen im 15 L —
Edelstahlbioreaktor.

Tabelle 4: Kultivierungsbedingungen im 15 L - Edelstahlbiorealtor

Parameter Eigenschaft
Kultivierungsmedium CHOMACS CD und 8 mM L-Glutamin und 1 % HT
Rihrerdrehzahl 100 — 200 rpm (pO2-Regelung)
Rihrwerk Schragblatt-Ruhrer, Rushton Tubine
Temperatur 37°C
pH-Wert 7,1
pH-Regelung Sdure: CO2 / Base: 1 M Na.CO3
B 40% Luftsattigung; Gemisch aus Luft und reinem
egasung
Sauerstoff
Uberdruck 0 bar
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8.2.2 Analyse der offline Proben aus 15 L — Edelstahlbioreaktor

Hier wird die offline Analytik von den Proben zur Bestimmung der Analytenkonzentration

und Zellzahlen vorgestelit.

8.2.2.1 Manuelle Probenahme (Tagestiber)

Die manuelle Probenahme erfolgt ber ein Probenahmeventil, das dampfsterilisierbar ist.
Nach jeder Probenahme wird es fir 15 Minuten dampfsterilisiert. Die erste 15 mL Probe
aus dem Bioreaktor wird verworfen, damit keine Reste des Kondensats von der
Dampfsterilisation die Probe verwéssert. Danach werden 15 mL aufgefangen und flr
unterschiedliche offline Analyse verwendet. Nach der Probenahme wird das Ventil
verschlossen und dampfsterilisiert. Die manuelle Probenahme wird tagestiber von
Experimentatoren durchgefiihrt. In der Nacht werden die Proben Uber ein automatisches
System entnommen [92].

8.2.2.2 Vorbereitung der Nachtsproben am Tag danach

Es wurde ein automatisiertes Probenahmesystem mit einem gekuhlten Autosampler als
Ablargerungsort von Dr. Tim Lucking fir die ber Nacht entnommenen Proben entwickelt
[92]. Jede Probe befindet sich in einem 15 mL Probenréhrchen, die mit ein Stlick Parafilm
bedeckt ist. Die Nadel am Autosampler durchsticht den Parafilm bevor die Probe ins
Raéhrchen gegeben wird. Fir die offline Analyse werden alle Nachtproben durch hoch und
runter pipettieren am Tag danach sanft suspendiert. Die absedimentierten Zellen werden
resuspendiert und es wird sichergestellt, dass keine Reste der Zellen an der Innenwand des

R6hrchens haften bleiben.

8.2.2.3 Nahrstoff- und Metabolitkonzentrationsmessungen

Die Konzentrationsmessung der Glucose, des Laktats, des Glutamins und des Glutamats
wird durch einen Biochemischen Analysator YSI 2950 realisiert. Das YSI 2950 kann zwei

Analyten-Paare detektieren. Die Proben fur Glutamin und Glutamat werden eingefroren und
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nach dem Kultivierungsprozess gesammelt vermessen. Die Instabilitat des Glutamins ist ein

weiterer Grund fir die Lagerung in gefrorenem Zustand [93].

Fir die Glucose- und Laktatbestimmung sind die Proben unverdiunnt. Dadurch dass bei
Glutamin eine maximale Detektierbarkeit existiert, werden die Glutaminproben verdiinnt
gemessen. Die maximale Detektierbarkeit fir Glutamin betragt ca. 1,1 g/L. Der ideale

Messbereich fiir Glucose liegt bei ca. 1,8 g/L und fur Laktat bei ca. 1,5 g/L.

Der biochemische Analysator YSI 2950 fuhrt eine automatische Kalibrierung des Systems

alle flinf Messungen durch. Jede Probe wird dreifach bestimmt.

8.2.2.4 Zellzahlbestimmung

Die Messung am automatischen Zellzéhler Cedex basiert auf Bildanalyse durch Mikroskop-
Aufnahmen. Die Zellen werden mit Trypanblau angefarbt. Die Lebendzellen werden nicht
angefarbt wahrend der toten Zellen angefarbt sind. Die aufgenommenen Bilder von den
Zellen werden ausgewertet. Die Gesamtzellzahl, Lebendzellzahl, Viabilitdt werden so

ermittelt.

Insgesamt werden 30 Bilder pro Messung aufgenommen. Des Weiteren erfolgte bei den
Proben eine Dreifachbestimmung, um statistisch abgesicherte Ergebnisse zu bekommen.
Die Proben zur Zellzahlbestimmung werden mit 1 x PBS verdinnt, sobald die Zellzahl 10

Millionen Zellen/mL erreicht, damit die Bildanalyse zuverlassig funktioniert.
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8.2.3 Anbindung und Messung mit spektroskopischen Sensoren

Hier wird die Anbindung der drei spektroskopischen Sensoren am Standardprozess

beschrieben.

8.2.3.1 MIR-spektroskopischer Sensor

Fiur die Uberwachung des CHO-Kultivierungsprozesses werden MIR-Spektren im
Wellenzahlbereich von 3000 cm™ bis 650 cm™ mit einem Matrix-MF (Brunker Optik GmbH,
Ettlingen, Deutschland) aufgenommen. Jedes Spektrum hat 1193 Datenpunkten. Die
Aufnahme der Spektren erfolgt mit der Software Opus (Ver. 6.5, Brunker Optik GmbH).
Eine Subtraktion des Single Beam-Spektrums vom Medienspektrum bildet die
Absorptionsspektren. Die Berechnung erfolgt durch Gleichung 5.

Im
AB =1 —) =log(l,,) — log(I
09 (Ip) 0g(li) = log(lp) (Gleichung 5)

AB = Absorptionsspektrum

I, = Medienspektrum

I, = Probenspektrum
Medienspektren werden vor der Inokulation und vor der Zugabe des L-Glutamins
durchgefihrt. Durch die Vorverarbeitung werden die Eigenabsorption des Spektrometers
und des Mediums abgezogen. Pro Spektrum werden 1000 Einzelaufnahmen tber etwa 2
min mit einer Auflésung von 4 cm™ und einer Geschwindigkeit von 80 kHz getatigt. Aus
deren Durchschnitt wird das Single Beam-Spektrum ermittelt. Eine ATR-Sonde
(artphotonics GmbH, Berlin, Deutschland) ist an das Spektrometer gekoppelt. Diese ist Gber
einen Ingold-Port am Bioreaktor angebracht. Der Lichtleiter misst ca. 1,2 m und besteht aus
Silberhalogenid. Diamant wird fur das ATR-Element verwendet, das eine Eigenabsorption
bei 2000 cm™ hat. Ein MCT-Detektor ist auferdem im Einsatz, der mit einem Peltier-
Element gekuhlt wird. Das MIR-Spektrometer wird dauerhaft mit Stickstoff gespult. Dieses
entfernt Wasserdampf und Kohlenstoffdioxid aus dem Spektrometer, das sonst starke
Storsignale bei 2350 cm™ und 1650 cm™ liefern wiirde. Die Spiilung ist mit einer

Geschwindigkeit von 10 mL/min durchgefuhrt.
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8.2.3.2 2DF-spektroskopischer Sensor

Ein BioView-Fluoreszenzspektrometer (DELTA Light & Optics, Hersholm, D&nemark)
wird flr die Prozessiiberwachung am Standardprozess eingesetzt. Flr die Exzitation werden
die Wellenldngen 270 - 550 nm mit einer Bandweite von 20 nm genutzt. Bei jeder
Anregungswellenlédnge wird das Fluoreszenz-Emissions-Spektrum aufgenommen, wodurch
eine zweidimensionale Matrix entsteht. Flr die Emission wird ebenfalls eine Bandweite von
20 nm im Wellenlangenbereich von 310 nm - 590 nm verwendet. AuBerdem wird fur jede
Anregungs- und Emissionswellenldnge eine Messung uber einen Neutraldichte-Filter
durchgefihrt. Diese dienen zur Messung der Transmission oberhalb von 450 nm zur
Anregung (exnd) bzw. des wellenldngenunabh&ngigen Streulichts (emnd). Somit werden
zweimal 16 Filter bendtigt, die sich auf zwei voneinander unabhéngigen rotierenden
Filterrddern befinden. Dadurch entstehen 150 Filterkombinationen, aus denen sich ein 2D-
Spektrum zusammensetzt. Als Lichtquelle wurde eine hoch-stabile Xenon-Blitzlichtlampe
(Hamamatsu, Japan) benutzt. Ein Photomultiplier wurde fir die Detektion eingesetzt. Der
BioView-Sensor ist mit einem Flussiglichtleiter direkt an den Bioreaktor gekoppelt. Die
Sensoreinstellung und die Datenerfassung erfolgt tiber das Programm BioView5 (DELTA
Light & Optics, Harsholm, Danemark). Fir die Datenaufnahme wird die Sensitivitat auf
,,High* und der Gain auf 850 eingestellt. Eine Dreifachbestimmung wird fur jedes Spektrum
durchgefunhrt, die innerhalb von 1,5 min vermessen werden. Alle 3 min wird wahrend des
Zellkultivierungsprozesses ein 2DF-Spektrum aufgenommen. Ein Medienspektrum wird

zusétzlich vor der Inokulation aufgenommen.

8.2.3.3 UV/VIS-spektroskopischer Sensor

Der UV/VIS Spektrometer (J & M Analytik AG, Essingen) hat einen Detektionsbereich von
190 — 720 nm. Die spektrale Auflésung ist unter 7 nm. Als Anregung wird eine D»/Halogen
Breitbandanregungsquelle verwendet.

Der Spektrometer wird tber eine Transmissionssonde (Excalibur XP 25, Hellma Analytics
GmbH, Mdlheim), der einen Messspalt von 1 mm hat, an den Bioreaktor angebunden. Das
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Software TidasDAQ3 (J & M Analytik AG, Essingen) wird verwendet, um das UV/VIS-

Spektrometer anzusteuern.

8.2.4 Untersuchung auf Zellschaden mit 0,5 % V/V DMSO

Vier Schuttelkolbenkulturen (je 23 mL) wurden frisch aus einer gleichen Vorkultur
angesetzt. Nach ca. einem Tag hatten alle vier Kulturen eine Zelldichte von 12 — 14
Millionen Zellen/mL. Bei 23 h nach Kulturstart wurde 115 pL DMSO (0,5 % V/V) in die
Kultur 1 gegeben. 115 uL einer 0,1 M CPT Stammldsung (geldst in DMSO) wurde in die
Kultur 3 und 4 gegeben. Als negative Kontrolle wurde 115 puL ddH20O in die Kultur 2
gegeben.

Alle vier Schuttelkolbenkulturen wurden weiter in CO> Inkubator kultiviert. Zu Zeitpunkten
25h und 68h nach der Zugabe wurde jeweils eine Probe aus den Kulturen genommen und

analysiert. Die TCC und VCC wurden bestimmt. Das Ergebnis ist im Kapitel 4.2 dargestellt.

8.2.5 Mittelwertkorrektur (Vorverarbeitung MIR- und UV/VIS-Spektren)

Eine Mittelwertkorrektur wurde bei den Rohdaten von MIR- und UV/VIS Spektren
durchgefuhrt (Kapitel 3.3 und Kapitel 5.4). Das Rohspektrum wird wie unten vereinfacht
dargestellt. Der Index n steht fur Anzahl der gesamten Spektren und der Index i steht flr

Anzahl der Werte innerhalb eines Spektrums (Anzahl Wellenzahlen oder Wellenlénge).
Xn = (Xn1, Xn2) Xn3 e o Xni) (vereinfachtes Rohspektrum)
Die Mittelwertkorrektur erfolgt nach der Gleichung 6.

X' i = Xpi — Xp (Gleichung 6)

Innerhalb eines Spektrums wird der Mittelwert x bei allen Werten x»i abgezogen da mit das

verarbeitete Spektrum X', fur die weitere Auswertung entsteht.
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8.2.6 Berechnung der RMSE

Die Fehlerangabe in der multivariaten Datenanalyse wird mit dem mittleren Fehler (RMSE

— Engl. root mean square error) realisiert. Die Berechnung erfolgt durch die Gleichung 7:

n )2
RMSE = ’M (Gleichung 7)

In der Ergebnisauswertung dieser Arbeit wurden RMSEC (Fehler der Kalibration) und
RMSEP (Fehler der Vorhersage) berechnet. Der mittlere Fehler wird aus den
Referenzwerten y, den aus Modellen berechneten Vorhersagewerten ¥ und Anzahl der

Proben n berechnet.
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8.3

Assay ,,Gezielte Apoptose-Induktion in Schuttelkolben-

kultur von CHO-K1 Zellen*

1)

2)

3)

1)

2)

3)

Ziel

Durch den Apoptose-Assay soll es ermdglicht werden, dass ein definierter Anteil

der CHO-Zellen in Schuttelkolbenkulturen in den apoptotischen Zustand ubergeht.

Vorbereitungen

CHO Zellen als Schiittelkolbenkultur

Camptothecin (CPT) Stammldsung 16mM (27.8mg CPT geldst in 5mL DMSO,
danach steril filtrieren — Sartorius Minisart® RC15 Syringe Filter 17761 oder
ahnliche Filter, die DMSO bestéandig sind.)

Farbelosung: ImL 1xAnnexin Bindepuffer + 20uL Annexin + 5uL PI

Durchftihrung (Induktion mit Camptothecin)

Je 30mL CHO Zellsuspensionskultur der gewiinschten Zellzahl (beispielsweise
1*108 Zellen/mL oder 5*10° Zellen/mL) werden aus der Mutterkultur in zwei

Schiittelkolben gegeben.
In einen Kolben wird eine 16mM Camptothecin Stammldsung bis zur
gewiinschten Konzentration dazugegeben. (z.B. Endkonzentration: 16pM - 30uL

von der Stammlésung in die 30mL Kultur).

Verschiedene Apoptose-Starken werden mit folgenden Ergebnis (Kapitel 4.2 und
Abbildung 23) erreicht.
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Apoptose Assay
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Versuchsbedingung (Konzentration & Inkubationszeit)

Unter 10% apoptotische Zellen bei 5uM CPT nach 6h

Um die 15% apoptotische Zellen bei 10uM CPT nach 6h
Knapp Uber 20% apoptotische Zellen bei 5uM CPT nach 24h
Um die 35% apoptotische Zellen bei 10uM CPT nach 24h
Knapp Uber 40% apoptotische Zellen bei 15uM CPT nach 24h

4) Der zweite Kolben dient als Negativkontrolle und wird nicht mit Camptothecin
behandelt.

5) Die Kolben werden bei 37°C, 5% CO2 in Zellkultur Brutschrank inkubiert.

Durchfuhrung (Vorbereitung fur die Durchflusszytometer-Analyse)

1) Nach 6 oder 24h wird 1mL Zellsuspension aus der Kultur zur Analyse entnommen.

2) Die Zellen werden zweimal jeweils mit ImL kalten 1x PBS Puffer gewaschen und
pelletiert.
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3) Das Zellpellet mit 100uL Farbel6sung wird sanft resuspendieren (leicht hoch und
runter pipettieren, Scherstress soll vermieden werden). Die R6hrchen werden mit

Alufolie abgedunkelt und bei Raumtemperatur fir 20 min inkubieren.

4) Nach der Inkubation wird 400 pL 1x Annexin Bindepuffer dazugeben und die

Proben fir die Durchflusszytometrie bereitgestellt.
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