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Zusammenfassung

Expressionssysteme fur monoklonale Antikorper bendtigen in der Regel ein Signalpeptid, um die Antikdrpersekretion in die
Zellkulturmedien zu erméglichen. Obwohl dadurch die Komplexitat der Aufreinigung reduziert wird und die Notwendigkeit des
Zellaufschlusses entfallt, mussen dabei kostenaufwandige und/oder zeitraubende Verfahren eingesetzt werden, um die Zellen
von der Antikorper enthaltenden ZellkulturflUssigkeit abzutrennen. Die vorliegende Untersuchung beschreibt unsere Tests mit
Sartoclear Dynamics® Lab V, einem neuartigen System zur schnellen Klarung von Zellkultursuspensionen ohne
Zentrifugationsschritt oder andere kostenintensive Gerate.

Mehr erfahren: www.sartorius.com/sartoclear-dynamics-lab


http://www.sartorius.com/sartoclear-dynamics-lab

Einleitung

Monoklonale Antikdrper werden fUr ein breites
Anwendungsspektrum z.B. in der biopharmazeutischen
Entwicklung, Grundlagenforschung und In-vitro-
Diagnostik verwendet. Die Produktion von Antikorpern
mittels Saugetierzellen, ob standardmaBige Produktion
mit Hybridomazellen oder rekombinante Produktion in
Zelllinien chinesischer Hamsterovarien (CHO) sowie
menschlicher embryonaler Nierenzellen (HEK), erfordert
einen Prozess zur Abtrennung der Zellen von der
antikdrperhaltigen ZellkulturflUssigkeit. Im Bioreaktor-
Maf3stab, der normalerweise Uber 50 Liter umfasst,
werden dazu Verfahren eingesetzt wie kontinuierliche
Zentrifugation und Tiefenfiltration."?

Im ForschungsmafBstab (normalerweise weniger als 10
Liter Zellkultur pro Antikorper) erweisen sich diese
Verfahren hingegen als unpraktikabel und kostspielig.

Bei der am haufigsten zitierten Methode zur Klarung

im ForschungsmaBstab kommt ein initialer
Zentrifugationsschritt mit anschliefender Filtration des
geklarten Uberstands durch ein 0,2-, 0,22- oder 0,45-pm-
Filter zur Anwendung, und zwar entweder mit einem
handbetriebenen Spritzenvorsatzfilter oder einem
Vakuum-Flaschenaufsatzfilter. Diese Losungen sind
preisgunstig und einfach zusammen mit Standardgeraten
zu handhaben, die in den meisten biotechnologischen
Laboratorien vorhanden sind. Wegen des flachen Designs
verblocken diese Filter jedoch leicht durch geldste Partikel
im Submikrometerbereich.?

Bei Absolute Antibody exprimieren wir transient
rekombinante Antikorperin HEK293- und CHO-K1-Zellen,
wobeiwir normalerweise, bei einer wochentlichen
Gesamtproduktion von etwa 100 Litern Zellen, mit ca. 50
Antikdrpern pro Woche in einer GroBenordnung von 30 ml
bis zu 20 Litern arbeiten. In den letzten sechs Jahren haben
wir fur alle Antikorper Zentrifugation und anschlieBend
Flaschenaufsatzfilter verwendet. Mit steigender
Produktionskapazitat ist auch der Bedarf an Zentrifugen
gestiegen. Im Laufe der Zeit haben wir nach alternativen
Losungen Ausschau gehalten, einschlieBlich der
Verwendung von Filtern fir Homebrewing und
Ausflockungsmitteln wie Chitosan.’ Diese Methoden haben
sich als langsam, anféllig fur Verblockungen,
durchsatzschwach und qualitativ minderwertig (z. B. mit
Endotoxinen kontaminiert) erwiesen.

Das Filtrationssystem Sartoclear Dynamics® Lab V wurde
entwickelt, um den mit der Klarung von Saugetierzellkulturen
verbundenen Zeit- und Arbeitsaufwand zu reduzieren. Die
Zugabe von Kieselgur (DE) zur Zellkultur unterstutzt die
Bildung eines pordsen Filterkuchens, der das Verblocken des
Filters verhindert und gleichzeitig die schnelle Abtrennung
von Zellen und Zelldebris aus der Probe ermoglicht
(Abbildung 1). Auf diese Weise lasst sich der
Zentrifugationsschritt vermeiden, Probleme mit der
Zentrifugenkapazitat und -verfligbarkeit werden umgangen
und die Filter verblocken nicht. Wir haben das
Filtrationssystem Sartoclear Dynamics® Lab V getestet und
mit unserem Standardprozess verglichen.
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Abbildung 1: Methoden zur Zellkulturklarung mittels konventioneller
Filtration und Filtration mit Sartoclear Dynamics® Lab.

Materialien und Methoden

Suspensionsadaptierte HEK293- oder CHO-Zellen werden in
serumfreien Medien kultiviert, die mit DNA-Plasmiden zur
Codierung der schweren und leichten Kette des
monoklonalen Antikdrpers transfiziert werden. 6 bis 14 Tage
nach der Transfektion erfolgt die Zellernte zur Aufreinigung.
Bei einer normalen Expressionscharge von 1 Liter wlrde unser
ursprunglicher Klarungsprozess eine 45- minutige
Zentrifugation mit 3.500 g in einer Tischzentrifuge (2 x 500
ml) und anschlieBende Filtration durch mindestens einen
Vakuum-Flaschenaufsatzfilter mit 0,45-um-PES-Membran
erfordern. Der filtrierte Uberstand wird zur Antikdrperbindung
und -elution bei niedrigem pH in ein AKTA-
Aufreinigungssystem mit einer 5-ml- Protein-A-Saule gefullt.
Der Antikorper wird neutralisiert und entweder weiteren
Aufreinigungsschritten unterzogen (z. B. Kationenaustausch



oder GroBenausschluss-Chromatographie) oder gelangt je
nach Anforderungen der Antikorpercharge direkt in die
Qualitatskontrolle. Die Qualitdtskontrolle wird mittels SDS-
PAGE (unter nicht reduzierenden und reduzierenden
Bedingungen), SECHPLC, LAL-Test und ggf. ELISA fur die
Messung der Bindungsaktivitat durchgefuhrt (Abbildung 2).

Im modifizierten Downstream-Prozess werden die Schritte
Zentrifugation und Filtration durch Sartoclear Dynamics® Lab
V ersetzt. Bei einer 1-Liter-Kultur wurden einem Liter Zellen
20 g Kieselgur-Filtrierhilfe hinzugegeben. Zellen und
Kieselgurwerden kraftig gemischt und anschlieBend direkt
in eine im Sartoclear Dynamics® Lab Kit enthaltene
Vakuumfiltereinheit Typ Sartolab® RF mit einem
Aufnahmevermodgen von 1000 mlund O,22-um-PES-
Membran gegossen. Nach Anlegen eines Vakuums wird die
geklarte ZellkulturflUssigkeit in einer 1-Liter-Flasche
aufgefangen. Danach durchlauft das Filtrat den oben

beschriebenen Aufreinigungs- und Qualitatskontrollprozess.
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Abbildung 2: Workflow des Downstream-Prozesses in der Produktion
rekombinanter Antikorper bei Absolute Antibody. Die grauen Felder
veranschaulichen den urspriinglichen Klarungsprozess mit
Zentrifugation und Filtration. Die mit gelben Linien umrandeten Felder
zeigen den neuen Arbeitsablauf mit Sartoclear Dynamics® Lab V.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Evaluierung des Sartoclear Dynamics® Lab Vim
Vergleich zu unserem Standardprozess wurde eine
Zweiliterkultur eines IgGT Anti-EGFR-Humanantikorpers
(Cetuximalb; Absolute Antibody-Katalognummer AbO0279-
10.0) in HEK293-Zellen vorbereitet. Sechs Tage nach der
Transfektion wurde die Kulturin zwei gleiche Volumina
aufgeteilt. Zum Zeitpunkt der Ernte betrug die Zelldichte
2,4 x10° Zellen/ml mit einer Viabilitat von 65 %. Fur den
ersten Liter haben wir auf unseren konventionellen Prozess
zurlckgegriffen. Dies erforderte einen 45-minutigen
Zentrifugations-schritt und anschlieBende Filtration durch
drei 500-ml-Flaschenaufsatzfilter mit einer 0,45 um PES-
Membran. Diese Filter sind normalerweise nach Filtration
von 400 ml Uberstand verblockt, sodass im Schnitt pro
Liter Zellkultur drei Filter benotigt werden. Um das
Uberstandsvolumen zu erhéhen, das vor dem Verblocken
filtriert werden kann, werden keine Filter mit einer
PorengroBe 0,22 um, sondern 0,45 um verwendet. Die
Filtration von 1 Liter Zellen erforderte eine Arbeitszeit von 9
Minuten und 48 Sekunden. Dies entspricht einer
Gesamtbearbeitungszeit von ca. 55 Minuten. Der zweite
Liter durchlief den Sartoclear Dynamics® Lab V-Prozess.
Den Zellen wurden zwei 10-Gramm-Beutel Kieselgur
zugegeben. AnschlieBend wurde kraftig gemischt. Danach
wurden die Zellen in einen 1000 ml/0,22 um Sartolab® RF
Filter gegossen und Vakuum angelegt. Die Filtration wurde
ohne Verblocken abgeschlossen und dauerte insgesamt 8
Minuten und 27 Sekunden ab Kieselgurzugabe bis zur
Beendigung des Filtrationsvorgangs. Die benotigte Zeit
entspricht ca. 15 % der Zeit, die unsere konventionelle
Methode (siehe Abbildung 3) erfordert.
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Abbildung 3: Vergleich der Klarmethoden anhand der Bearbeitungszeit.
Jeder Liter der Zellkultur mit einer Dichte von 2,4 x 10° Zellen/ml wurde
nach der konventionellen Methode und mit Sartoclear Dynamics® Lab
geklart. Sartoclear Dynamics® Lab erfordert keinen Zentrifugationschritt
und reduziert die zur Klarung von Saugetierzellkulturen notwendige Zeit
in beachtlichem Umfang.



Zur Bestatigung, dass der Prozess mit Sartoclear Dynamics®
Lab V die Qualitat der Antikdrper nicht beeintrachtigte,
durchliefen die beiden Proben separat die Aufreinigungs-
und Qualitatskontrollprozesse. Die final aufgereinigten
Antikorperwiesen keine erkennbaren Unterschiede in der
Produktqualitat auf. Dies konnte anhand SDS-PAGE
(Abbildung 4) bzw. SEC-HPLC (Abbildung 5) gezeigt
werden. FUr jede Probe wurde der Endotoxin-Gehalt
bestimmt, der jeweils einen Messwert von < 0,05 EU/mg
ergab. Dies entspricht der unteren Detektionsgrenze des
routinemafig von uns verwendeten Test-Kits.

Zur Bestatigung, dass der modifizierte Prozess keinen
Einfluss auf die Funktion des Antikorpers austbte, wurde ein
indirekter ELISA-Test durchgefuhrt, der die Bindung an
Human-EGFR-Fc (Absolute Antibody Katalognummer
PrOO117-10.9) zeigen konnte. Wie in Abbildung 6
veranschaulicht, hatte die Methode der Zellklarung keine
Auswirkungen auf die Bindungsaktivitat. Uberdies war die
Endausbeute der beiden Prozesse annahernd identisch.
Dies verdeutlicht, dass Kieselgur weder in qualitativer noch in
quantitativer Hinsicht Einfluss auf den Antikorper hat.

Konventionelle Sartoclear
Klarung Dynamics® Lab V
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Abbildung 4: Darstellung des SDS-PAGE Gels (NR - nicht reduzierend,
R - reduzierend, M - Marker) des mit Protein A aufgereinigten Anti-
EGFR-Antikorpers (Cetuximab; Absolute Antibody Katalognummer
Ab00279-10.0) nach konventioneller Klarung mittels Zentrifugation
und Filtration sowie Klarung mit Sartoclear Dynamics® Lab V.
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Abbildung 5: SEC-HPLC des mit Protein A aufgereinigten Anti-
EGFR-Antikorpers (Cetuximab; Absolute Antibody Katalognummer
Ab00279-10.0) nach konventioneller Klarung mit Zentrifugationsschritt
und Filtration (A) und nach Klérung mittels Sartoclear Dynamics® Lab V
(B). Beide Proben weisen identische Profile auf.
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Abbildung 6é: Indirekter ELISA-Test zum Nachweis der Bindung der
Antikérper an EGFR-Fc. Anti-EGFR-Antikorper (Cetuximab) wurden
mit unserem konventionellen Prozess und mittels Sartoclear Dynamics®
Lab V aufgereinigt. Es besteht kein signifikanter Unterschied in Bezug
auf die Bindungsaktivitat.



Schlussfolgerung

Wir konnten zweifelsfrei nachweisen, dass Sartoclear
Dynamics® Lab V die schnelle Klarung von
Saugetierzellkulturen ohne Zentrifugationsschritt
ermoglicht. Dazu haben wir zwei Liter einer mit einem
Antikorper transient transfizierten Zellkultur verwendet
und einen standardmaBigen Zentrifugations-Klarprozess
mit dem auf Kieselgur basierten Sartoclear Dynamics® Lab
V Prozess verglichen. Wir konnten mit zahlreichen
Messungen (SDS-PAGE, SEC-HPLC, ELISAund
Endotoxine) keinerlei signifikante Unterschiede in Menge
und Qualitat des Endprodukts feststellen. Damit ist
nachgewiesen, dass das auf Kieselgur basierte System
keinen Einfluss auf die Produktqualitat austbt. Vor allem
ergab der Sartoclear Dynamics® Lab V-Prozess eine
eindrucksvolle Zeiteinsparung von ca. 85 %. Damit stellt
Sartoclear Dynamics® Lab V eine attraktive Option zur
Steigerung der Produktivitat und des Durchsatzes fur den
Klarschritt bei Expressions- und Aufreinigungssystemen
fur sekretierte Proteine dar.
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AbkuUrzungen

CHO Chinese Hamster Ovary
HEK Human Embryonic Kidney
DE Diatomaceous Earth

PES Polyethersulfon

SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

SEC-HPLC Size Exclusion Chromatography-High
Performance Liquid Chromatography

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
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