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Application Note AN LS 003

Aufreinigung einer mAk-produzierenden Zellkultur

Zusammenfassung

Die Tiefenfiltration ist eine der effizientesten und wirtschaftlichsten Filtrationsarten und wird in der Biotechnologie-
industrie haufig als erster Schritt nach der Kultivierung von Zellen zur Herstellung eines entsprechenden Proteins
eingesetzt. Die Aufreinigung eines monoklonalen Antikérpers (mAk), der von CHO-Zellen (engl. «Chinese Hamster
Ovary», Zellen der Ovarien des Chinesischen Zwerghamsters) produziert wurde, wird daher in Filtrationsexperimenten
optimiert. In dieser Application Note werden die Herausforderungen und mdglichen Losungen fir die Aufreinigung von

mAKks aus einer Sdugetierzellsuspension nach der Kultivierung aufgezeigt.

Bisher wurde die Klarung einer entsprechenden CHO-Zellkultur nach der Kultivierung Uber drei Filtrationsschritte
durchgefiihrt. Durch die Zugabe eines Filterhilfsmittels zur unfiltrierten Zellkultur bildet sich auf der Filterschicht ein
Filterkuchen, der zu einer erhéhten Filtrationsleistung fiihrt und somit die drei Prozessschritte auf zwei reduziert. Die
anfangliche Tribung von tber 2000 NTU wird auf 26 NTU reduziert, was die anschliessende Sterilfiltration Uber eine
0.2 um Filtermembran ermdglicht. Danach kénnen weitere Reinigungsschritte im nachgeschalteten Prozess (DSP)

durchgefiihrt werden.

1 Die Herausforderung

Der Aufreinigungsprozess monoklonaler Antikérper kann auf unterschiedliche Weise durchgeflihrt werden. Der Schritt
der Zellernte ist entweder der letzte Schritt im «Upstream Prozess» (USP) oder der erste Schritt im «Downstream
Prozess» (DSP), weshalb in der vorliegenden Application Note von «Midstream Prozess» (MSP) gesprochen wird. Nach
der erfolgreichen Entfernung von Zellen und Zellfragmenten nach der Kultivierung folgen weitere Aufreinigungsschritte
des DSP.

Durch die Anwendung der Anschwemmfiltrationstechnik (auch Kuchen- oder alluviale Filtration genannt) kénnen gréBere
Partikel wie Zellen, Zellfragmente, aber auch kleinere Verunreinigungen (z. B. Wirtszell-DNA (HCD) oder Wirtszellprotein
(HCP)) auf effiziente Weise entfernt werden. Der ungefilterten Suspension wird eine entsprechende Menge
Filterhilfsmittel zugesetzt (sogenannt body-feed), das zusammen mit den festen Partikeln, wie Zellen oder
Zellfragmenten, wahrend der Filtration einen Filterkuchen auf der Filterschicht bildet. Dadurch kann die Filtrationsleistung

im Vergleich zur Filtration ohne Zugabe von Filterhilfsmitteln erheblich gesteigert werden (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1. Vergleich der Standard-Tiefenfiltration mit der Anschwemmungsfiltration. Ohne Zugabe von
Filterhilfsmitteln ist ein schneller und exponentieller Anstieg des Differenzdrucks zu beobachten (®). Durch die Zugabe von
Filterhilfsmitteln ist ein linearer Druckanstieg messbar, wodurch die Filtrationskapazitét deutlich erhéht wird (4).
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In der vorliegenden Application Note wird die Optimierung des Filtrationsprozesses einer mAk-enthaltenen CHO-Zellkultur
im Detail gezeigt. Bislang wird die Suspension in drei Schritten filtriert, bevor eine Sterilfiltration mit einer 0.2 uym
Membran durchgefiihrt werden kann (siehe Abbildung 2). Um die Sterilfiltration zu gewdhrleisten, muss vor jedem
Filtrationsschritt ein Flockungsmittel zugegeben werden. Laborfiltrationstests mit FILTROX Tiefenfilterschichten sollen
durchgefiihrt werden, um die Anzahl Prozessschritte bei der Zellernte zu reduzieren. Ziel ist es dabei, das am besten
geeignete Filterhilfsmittel sowie deren ideale Menge zu bestimmen und Tribungswerte unter 30 NTU zu erreichen, um
eine anschliessende Sterilfiltration zu garantieren. Als Filterhilfsmittel wird Ublicherweise Diatomeenerde (DE), auch
Kieselgur genannt, verwendet. Je nach den Eigenschaften der zu entfernenden Partikel kann eine andere DE Sorte besser
oder auch schlechter geeignet sein. Fir die Aufreinigung einer Zellsuspension, die mAks enthalt, wird in diesem Fall die
aufgereinigte pharmazeutische Kieselgur Celpure® (Imerys, Frankreich) verwendet. Es sind jedoch vier verschiedene
Celpure®-Sorten erhaltlich, und es muss ermittelt werden, welche fiir das jeweilige zu filtrierende Produkt und in welcher
Menge am besten passt.
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Aufgereinigte mAK’s Sterilfiltration

Abbildung 2: Kldrung und Aufreinigung einer mAk-produzierenden CHO-Zellkultur.
Bisher wurden drei Standardfiltrationsschritte angewandt, um eine anschlieBende Sterilfiltration
mit einer 0.2 pm Membran zu gewahrleisten. Dieser Prozess kann durch die Verwendung von
FILTROX Tiefenfilterschichten und durch den Einsatz der Anschwemmfiltrationstechnik optimiert
werden. Dadurch reduziert sich die Anzahl der Aufreinigungsschritte.
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2 Material und Methoden

2.1 Set-up

Der schematische Aufbau ist in Abbildung 3 dargestellt. Die entsprechende FILTROX PURAFIX® Tiefenfilterschicht wurde
in eine FILTRODISC™ BIO SD 2" Kapsule (FILTROX) eingesetzt, die aus zwei Einzelteilen besteht. Im oberen Teil der
Kapsule kann ein Filterkuchen aufgebaut werden (siehe Abbildung 3b). Anschliessend wurde die FILTRODISC™ Kapsule
in den synthetischen Filterhalter (FILTROX, siehe Abbildung 3c) eingespannt, dieses an einem Laborstativ befestigt und
der Einlass der Kapsule Uber einen Silikonschlauch #17 (Shenchen Precision Pump Co. Ltd.) mit einem Manometer (TRI-
MATRIX AG) verbunden. Fir die Férderung der CHO-Zellkultur wurde eine Peristaltikpumpe (Baoding Shenchen Precision
Pump Co. Ltd. mit dem Pumpenkopf YZ1515x) verwendet. Der maximale Differenzdruck von 2.5 bar sollte nicht
Uberschritten werden. Ein Manometer dient hier zur Kontrolle. Da die verwendete Schlauchpumpe einen maximalen Druck
von 2 bar nicht tUberschreiten kann, wurden die Versuche jeweils vorzeitig abgebrochen. Die Messung der Triibung der
ungefilterten und der gefilterten Proben erfolgte mit einem Tribungsmessgerat (Thermo Scientific™). Um die
anschlieBende Sterilfiltration zu gewahrleisten, wurde eine Sterilfilter-Membran Millipore Express SHC 0.2 pm mit 3.5 cm?2
Filterflache) verwendet.
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Abbildung 3: Schematische Ubersicht des Versuchsaufbaus (a). Anschliessend an die Filtration mit einer PURAFIX®
Tiefenfilterschicht, die in eine FILTRODISC™ BIO SD 2" Filterkapsule (b) und einen synthetischen Filterhalter (c) eingesetzt ist, wird
das Filtrat in einem Messzylinder aufgefangen, um die zeitlichen Verldufe des Filtrationsflusses und des Differenzdrucks
aufzuzeichnen. Alternativ zur Messung des Volumens mittels Messzylinder kann auch eine Waage verwendet werden.

2.2 Vorspiilen und Voranschwemmung

Um alle losen Bestandteile aus der Tiefenfilterschicht herauszuspilen (z. B. Zellulosepartikel), wurden die Schichten vor
jedem Filtrationstest mit 50 L/m2 PBS-Puffer gespllt. Da die Filterschichtflache im Labormassstab 0.0021 m?2 betragt,

entspricht dies einem Spilvolumen von 100 mL.

Bei hoher Trubbelastung kann es passieren, dass ein sehr schneller Druckanstieg innerhalb weniger Sekunden erfolgt.
Um dies zu verhindern, kann zusatzlich eine Voranschwemmung, ein sogenannter Precoat, aufgebracht werden. Da eine
Vorspllung der Filterschicht ohnehin empfohlen wird, kann eine entsprechende Menge des Filterhilfsmittels direkt in den

PBS-Puffer gegeben werden.

2.3 Anschwemmfiltration

Im LabormaBstab wurden elf Filtrationsversuche durchgefiihrt. Da nicht alle Versuche am selben Tag durchgefiihrt werden

konnten, wurden die Zelldichte und die Vitalitdt der Zellen an beiden Tagen gemessen. Die Filtrationsversuche 1 - 4
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wurden am ersten Tag mit 12.7 x 10° Zellen/mL und einer Vitalitdt von 82.3 % durchgefihrt, die restlichen
Filtrationsversuche mit einer Zelldichte von 11.5 x 10° Zellen/mL und einer Vitalitdt von 80 %. Die ungefilterte CHO-
Zellkultur wies einen Tribungswert von 2200 NTU auf. Wie in Tabelle 1 zu sehen ist, wurden die folgenden Parameter

bei jedem Filtrationsexperiment jeweils variiert:

- Typ der Filterschicht
- Art und Menge des Filterhilfsmittels (fir die Voranschwemmung)
- Art und Menge des Filterhilfsmittels (flir den Body-Feed)

Tabelle 1: Ubersicht aller Filtrationsversuche.

:;:.St Produkt Filterschicht ::’::]ngrﬁsse ::;:hwemmung Body-feed

- Unfiltrierte Zellkultur  N/A N/A N/A N/A

1 Unfiltrierte Zellkultur ~ PURAFIX® CH 9P 30-10 N/A 30 g/L, C300
2 Unfiltrierte Zellkultur ~ PURAFIX® CH 9P 30-10 N/A 30 g/L, C100
3 Unfiltrierte Zellkultur ~ PURAFIX® CH 9P 30-10 N/A ?:(1)0955*(300 *
4 Unfiltrierte Zellkultur ~ PURAFIX® CH 9P 30-10 N/A 50 g/L, C300
5 Unfiltrierte Zellkultur ~ PURAFIX® CH 9P 30-10 3 g, C300 30 g/L, C300
6  Unfiltrierte Zellkultur zﬂRﬁféﬁ CH 9P+ o 3 g, C300 30 g/L, €300
7 Unfiltrierte Zellkultur ~ PURAFIX® CH 101HP 1.5-0.6 3 g, C300 30 g/L, C300
8.1 Unfiltrierte Zellkultur ~ PURAFIX® CH ST 140P 0.4-0.2 3 g, C300 30 g/L, C300
8.2  Filtrat 1.1 PURAFIX® CH ST 140P  0.4-0.2 3 g, C65 30 g/L C65
9.1 Unfiltrierte Zellkultur ~ PURAFIX® CH 101HP 1.5-0.6 3 g, C300 30 g/L C300 + C65**
9.2 Filtrat 2.1 PURAFIX® CH ST 150P 0.2-0.04 N/A N/A

* doppellagig (beide Filterschichten in einer Kapsule).

** Mischung beider Celpure® Sorten (1:1).

Filtrationsversuche Nr. 1 — 7: Fiir den ersten Filtrationsversuch wurde zunachst 30 g/L body-feed des Filterhilfsmittels

Celpure® C300 verwendet. Um die Versuche zu vergleichen, wurde bei den Versuchen 1 bis 3 nur der Typ des
Filterhilfsmittels gedndert. Verwendet wurde in allen drei Versuchen die grobporige Filterschicht PURAFIX® CH 9P. Auch
in Versuch 4 kam dieselbe Filterschicht zum Einsatz, jedoch wurde der Zellkultur eine hohere Menge (50 g/L) des

Filterhilfsmittels Celpure® C300 zugesetzt. Bei den ersten vier Versuchen wurde kein Precoat erstellt.

Vor den Versuchen 5 bis 7 wurde im Rahmen des Vorsplilens ein Precoat mit 3 g Celpure® C300 erzeugt. Danach wurden
30 g/L des Celpure® C300 als body-feed zugegeben. Um die Tribungswerte weiter zu reduzieren, wurden in Versuch 6
und 7 die feineren Filterschichten PURAFIX® CH 31HP und CH 101HP eingesetzt.

Filtrationsversuche Nr. 8 und 9: Um Triibungswerte unter 30 NTU zu erreichen, wurden die in den Versuchen 8.1 und 9.1

erzeugten Filtrate in einem zweiten Schritt filtriert, Nr. 8.2 beziehungsweise Nr. 9.2. Fir die Versuche 8.1 und 8.2 wurde
die Sterilfilterschicht PURAFIX® CH ST 140P verwendet. Zur Entfernung gréBerer Partikel (z. B. ganzer Zellen) erfolgte
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im ersten Schritt wiederum die Zugabe von Celpure® C300. Zur Entfernung von kleineren Zellfragmenten und weiteren

Tribungen wurde im zweiten Schritt die etwas feinere DE-Sorte Celpure® C65 verwendet.

Im Versuch 9.1 wurde eine Mischung aus zwei unterschiedlichen Celpure® Typen in jeweils gleichen Mengen verwendet.
Die Filterschicht PURAFIX® CH 101HP ist grobporiger als die im Versuch 8 verwendete Schicht, aber dicker, so dass mehr
Partikel innerhalb der Filterschicht zuriickgehalten werden kdénnen. Der anschliessende Schritt 9.2 wurde als
Schichtenfiltration, das heisst ohne Filterhilfsmittel, durchgefiihrt. Die Wahl der Filterschicht viel dafir auf die PURAFIX®
CH ST 150P, welche die feinste Filterschicht der FILTROX PURAFIX® Serie darstellt.

Zur Beurteilung der Filtrationsleistung aller Filtrationstests wurden der Filtrationsfluss, der Differenzdruck (DP) und die
Tribungswerte Uber die Zeit aufgezeichnet.

3 Resultate

3.1 Filtrationsversuche Nr. 1 - 7

Es wurden verschiedene Kombinationen von Filterschichten, Kieselgurmengen und -sorten verwendet, wie in der Tabelle
1 dargestellt ist. Ausgehend von den Ergebnissen (in Bezug auf die erreichte Filtrationskapazitdt und die Tribungswerte)

der ersten sieben Filtrationsversuche scheint eine zweistufige Filtration erforderlich zu sein.
3.2 Filtrationsversuche Nr. 8 und 9
Eine Ubersicht Giber alle Ergebnisse der Versuche 8 und 9 ist in Tabelle 2 gezeigt. Der minimale spezifische Filtrationsfluss

von 300 L/m2xh (10.5 mL/min) wurde in allen Versuchen aufgezeichnet.

Tabelle 2: Resultate der Filtrationsversuche Nr. 8 und 9.

Test Produkt Zeit Spezifischer Max. DP Volumen Kuchen- Triibung
Nr. [Min]  Flux [L/m2xh] [bar] [mL] héhe [cm] [NTU]

- Unfiltrierte Zellkultur ~ N/A N/A N/A N/A N/A 2200

8.1 Unfiltrierte Zellkultur 38 300 1.8 390 3.2 49.55 £ 2.55
8.2 Filtrat 1.1 34 310 0.55 370 3.2 26.50 £ 6.03
9.1 Unfiltrierte Zellkultur 40 300 2.0 420 3.2 45.17 £ 5.18
9.2 Filtrat 2.1 26 280 1.4 265 0 35.35 £ 8.65

Filtrationsversuch Nr. 8: In Versuch 8.1 wurde ab Minute 12 ein linearer Druckanstieg

gemessen. Nach 38 Minuten erfolgte der Abbruch der Filtration, da der Differenzdruck (DP)
bis zu 1.8 bar anstieg. Der entstandene Filterkuchen ist in der Abbildung 4 zu sehen. Das
gesamte in diesem Versuch gewonnene Filtrat wurde im zweiten Schritt (8.2) filtriert, wobei
die gleiche Filterschicht (PURAFIX® CH ST 140P), aber eine andere Kieselgur Sorte verwendet

wurde. Hier wurde ein stabiler DP von etwa 0.5 bar Uber die Zeit gemessen. Die Tribungs-

Abbildung 4: Filterkuchen
werte lagen bei 49.55 £ 2.55 NTU (n=4) fir Versuch 8.1 und 26.50 £ 6.03 NTU (n=4) fir aus Test Nr. 8.1. Der
Kuchen besteht aus Zellen

Versuch 8.2. Die zeitlichen Kurven des Filtrationsflusses, des Differenzdrucks und der g .ie DE-Partikel.

Tribung sind in Abbildung 5 dargestellt.
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Zusatzlich zum visuellen Vergleich wurde das in Versuch 8.2 erzeugte Filtrat erneut mit einer Sterilfilter-Membran
(Millipore Express SHC 0.2 ym mit 3.5 cm?2 Filterflache) filtriert. Eine weitere Tribungsreduktion konnte nicht erreicht,

aber das gesamte Filtrat von 370 mL filtriert werden. Es wurde ein End-Druck von 1.4 bar gemessen.

Filtrationsversuch Nr. 9: Im Versuch 9.1 konnte ein gréBeres Volumen filtriert werden als im vorherigen Filtrations-

versuch 8.1. Es wurde ein Triibungswert von 45.17 £ 5,18 NTU (n=4) gemessen. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, stieg
der Differenzdruck bis auf 1.4 bar an und sank nach 24 Minuten auf 0.7 bar ab. Aufgrund des Tribungswertes von
35.35 £ 8.65 NTU (n=2) wurde die Filtration nach 26 Minuten abgebrochen und das erzeugte Filtrat nicht weiter
sterilfiltriert.

350 2.0
;g 300 T
£5 250 1.5 g
B 35
<< 200 S
=R 1.0 5
= 5 150 N
= o
== 100 0.5 &
= 50 a
L
0 0.0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit [Min]
—— Flux_8.1 A Tribung_8.1 Flux_8.2 Tribung_8.2 -+ Aeeeee DP_8.1 DP_8.2

Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf des Filtrationsflusses, des DP und der Triibung der Versuche 8.1 und 8.2. Im ersten
Versuch wurde ab Minute 15 ein linearer Druckanstieg gemessen. Wahrend der zweiten Filtration wurde ein stabiler
Differenzdruck von etwa 0.45 bar beobachtet. Die anféangliche Triibung von 2000 NTU wurde auf 50 NTU (8.1) bzw. 26.5 NTU
(8.2) reduziert.
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf des Filtrationsflusses, des DP und der Triibung der Versuche 9.1 und 9.2. Der
Druckanstieg des ersten Versuchs ist mit dem von Versuch 8.1 vergleichbar. Bei Versuch 9.2 wurde einige Minuten nach
Beginn der Filtration ein leichter Druckanstieg gemessen. Er nahm jedoch wieder ab und blieb stabil bei rund 0.7 bar. Die
anfangliche Tribung von 2000 NTU wurde auf 45 (9.1) bzw. 35 (9.2) NTU reduziert. Da Tribungswerte von weniger als 30
NTU erreicht werden sollten, wurde der Versuch 9.2 nach 26 Minuten abgebrochen.
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4 Diskussion

Die Filtrationsversuche 1 - 7 waren notwendig, um die am besten geeignete Kieselgur (Sorte und Menge) und PURAFIX®
Filterschicht fur die entsprechende CHO-Zellkultur zu bestimmen. Basierend auf den erzielten Ergebnissen dieser
Versuche wurden die Parameter (Filterschicht sowie Kieselgur Sorten und Mengen) fir die Versuche 8 und 9 abgeleitet.
Das erzeugte Filtrat aus Versuch 8 wies eine Triibung von 49.55 + 2.55 NTU auf, was darauf hinweist, dass hauptséachlich
ganze Zellen und gréBere Zellfragmente entfernt wurden. Durch den Einsatz der etwas feineren Kieselgur Celpure® C65

wurden im Schritt 8.2 kleinere Zellfragmente und weitere Triibstoffe entfernt.

Die im Unfiltrat gemessene Tribung von Uber 2000 NTU konnte durch die Anwendung einer zweitstufige
Anschwemmfiltration auf Tribungswerte von ca. 26 NTU reduziert werden. Damit wurden Tribungswerte unter dem

geforderten Wert von 30 NTU erreicht und das gesamte Filtrat konnte mittels 0.2 um Filtermembran filtriert werden.

Zur weiteren Optimierung kénnen in einem nachsten Schritt gegebenenfalls weitere Filtrationsversuche mit weiteren
Kombinationen von Celpure® (Sorten und Mengen) mit FILTROX Tiefenfilterschichten durch-gefiihrt werden. Nach der
Evaluierung der geeigneten Kombinationen fir den jeweiligen Prozess kann ein Scale-up flur eine bestimmte
ChargengroBe berechnet werden. Zu diesem Zweck stehen unterschiedlich groBe Kapseln und Module aus der FILTROX
FILTRODISC™ BIO SD Reihe zur Verfligung (siehe Abbildung 7). Die folgenden Berechnungen [1] und [2] dienen zur
Ermittlung des minimalen Kuchenvolumens und der Filterflache, die fiir die jeweilige ChargengroBe im Pilot- oder

Produktions-massstab erforderlich sind:

Vprod. [L] X Atest [mZ]

Aproa.[m?] = [1]
pro Veest[L]
Vorod.[L] X Crest[m3]
prod. test
Cproa.[M®] = [2]
pre Veest[L]
Aprod.[mz] Notwendige Filterflache im Produktionsmassstab (fir die entsprechende Batchgrdsse)
Atest[mz] Verwendete Filterflache im Labormassstab
Vproda.[L] Volumen im Produktionsmassstab (Batchgrosse)
Viest[L] Filtriertes Volumen im Labormassstab
Cproa.[M’] Kuchenvolumen im Produktionsmassstab (fir die entsprechende Batchgrésse)

Gemessenes Kuchenvolumen im Labormassstab (= Hohe des Filterkuchens [m] x verwendete

3
m
Crest[M"] Filterflache [m2])
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a) b)

d) e) f 9)

Abbildung 7: FILTRODISC™ BIO SD Reihe. Die beiden Kapsule BIO SD 2" (a) und 5" (b) sind filr
Filtrationsversuche im LabormaBstab vorgesehen, wahrend die BIO SD 10" Kapsule (c) fur Filtrationen im
PilotmaBstab verwendet wird. Die Module 12K (d) und 12S (e) sind etwas gréBer als die 10" Kapsule und
werden in der Regel ebenfalls im PilotmaBstab eingesetzt. Die gréBten Module 12D (f) und 16D (g) werden
far die Filtration im Produktionsmassstab verwendet und unterscheiden sich im Durchmesser. Die Module
sind von einem Bag umhdllt und werden zur Filtration in einem druckstabilen Edelstahlgehduse eingesetzt.

5 Fazit

Zusammenfassend haben die Filtrationsversuche im Labormassstab gezeigt, dass eine Verringerung der Filtrationsschritte
innerhalb des Midstream Prozesses durch die Anschwemmungsfiltrationstechnologie erreicht werden kann (siehe
Abbildung 8). Sie kann unmittelbar nach der USP eingesetzt werden und wird hauptsachlich zur Entfernung ganzer Zellen
und gréBerer Zellfragmente verwendet. Es wurde eine Tribungsreduzierung von 2200 auf 26 NTU erreicht und eine
Produktriickgewinnung von Uber 94 % gemessen. Um die im Labormassstab erzielten Ergebnisse zu bestdtigen, wird

empfohlen, Tests im Pilotmassstab durchzufiihren, bevor im Produktionsmassstab produziert wird.

Anschwemmfiltration 1: Anschwemmfiltration 2:
® ®
Fermentation LR i e el PR R BT L Sterilfiltration 0.2 pm
30 g/L Celpure® C300 30 g/L Celpure® C300
(body-feed) (body-feed)

Abbildung 8: Optimierter Klarungsprozess einer mAk-produzierenden CHO-Zellkultursuspension. Eine zweistufige Filtration
war notwendig, um die anfangliche Tribung von >2000 NTU auf unter 30 NTU zu reduzieren.
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