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TEMPORARER ARBEITSKREIS ,,SINGLE-USE-TECHNOLOGIE IN DER BIOPHARMAZEUTISCHEN PRODUKTION* DER DECHEMA

EMPFEHLUNG FUR LEACHABLE-STUDIEN

Empfehlung fiir Leachable-Studien

Standardisierter Zellkulturtest zur friihen
Identifizierung kritischer Filme fiir CHO-Zelllinien
und chemisch definierte Kulturmedien

Regine Eibl?, Nina Steiger?, Christina Fritz2, Detlef Eisenkratzer?, Joachim Bar3,
Dethardt Miiller4, Dieter Eibl*

* Ziircher Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften (ZHAW), ? Roche Diagnostics GmbH,
3 Boehringer Ingelheim Biopharmaceuticals GmbH, 4 Rentschler Biotechnologie GmbH

EINFUHRUNG

Die Single-Use-Technologie ist heute in biopharmazeutischen Entwicklungs- und Produktionsprozessen
nicht mehr wegzudenken. So gelten Single-Use-Filter, Single-Use-Lagerbags und -Kultivierungsbags fiir
wellendurchmischte und geriihrte Bioreaktoren im Seedtrain als gut etabliert. Auch klein- und mittelvo-
lumige Protein-basierte High-Value-Produkte wie therapeutische Antikrper werden mittlerweile immer
haufiger in geriihrten Single-Use-Bioreaktoren hergestellt (1). Zu diesem Trend haben neben den Vor-
teilen der Single-Use-Technologie (2-3) die in den vergangenen 10 Jahren stark gestiegenen Titer der
mehrheitlich in chemisch definierten Medien kultivierten CHO-Zelllinien (3-4) wesentlich beigetragen.

Nichtsdestotrotz zeigen die verfiigbaren Single-Use-Systeme immer noch Limitationen. Einer der meist
zitierten Nachteile ist die mogliche Freisetzung von Leachables/Extractables aus dem in der Regel gam-
masterilisierten Kunststoffbag. Dieser ist aus Multilayerfilmen aufgebaut, die einen Polyethylen- oder
Ethylenvinylacetatkontaktlayer haben (5-6). Leachables/Extractables stellen chemische Substanzen dar,
die von der Filmzusammensetzung und dem komplexen Bagherstellungsprozess herriihren und infolge
des Kontakts mit dem Prozessfluid (Kulturmedium oder Kulturbriihe mit Zellen) in das selbige migrieren
kdnnen. Unter Prozessbedingungen sind vor allem cytotoxische Leachables unerwiinscht, da diese das
Wachstum der Produktionszellen, ihre Vitalitat und folglich auch die Produktexpression (Titer und Quali-
tat) nachteilig beeinflussen (7). So beschrieben Hammond et al. in einem im Marz 2013 veréffentlichten
Paper (8), dass der Einsatz von Trisarylphosphit (Handelsname Irgafos 168) als antioxidatives Additiv
bei der Herstellung von Polyethylenbags und ihrer anschlieBenden Gammabestrahlung zur Bildung von
bDtBPP {bis(2,4-Di-Tert-Butylphenyl)Phosphat} fiihrt, was bereits in geringen Konzentrationen (0,1 mg
L% das mitochondriale Membranpotential von CHO-Zelllinien herabsetzt und ihr Wachstum inhibiert.
Ebenso wie Wood et al. (7) und Horvath et al. (9) pladieren sie fiir ein Screening-Verfahren mit Sauger-
zellkulturen zusétzlich zu den etablierten Extractablestudien. Uber ein solches Screening sollen kritische
Filme friih identifiziert, die Qualitatskontrolle von Single-Use-Bags verbessert und ihre Implementierung
vereinfacht werden.
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Aktuell fiihren die Anwender von Single-Use-Bags solche Zellkulturtests mit ihren eigenen Zelllinien,
Kulturmedien und Vorschriften durch, weshalb sich die Resultate mit den untersuchten Filmen schwer
vergleichen und fiir Empfehlungen nutzen lassen. Es fehlt ein standardisierter Zellkulturtest, der auf
einer oder mehreren kommerziellen, sensitiven Zelllinien und chemisch definierten Kulturmedien basiert
und der Mehrheit der Anforderungen der Endnutzer genliigt. Seine Verfligharkeit wird sowohl die her-
stellerseitigen Qualifizierungsarbeiten (z.B. im Rahmen der Entwicklung neuer Filme fiir Bags) als auch
die der Endnutzer (z.B. bei Entscheidungen zur Implementierung von Bags) unterstiitzen. Mit diesem
Hintergrund und dem Ziel der Entwicklung eines standardisierten Zellkulturtests zur friihen Identifizie-
rung kritischer Filme fiir CHO-Zelllinien und chemisch definierter Kulturmedien fiihrte eine Arbeitsgruppe
des Temporaren Arbeitskreises ,,Single-Use-Technologie in der biopharmazeutischen Produktion* der
DECHEMA zwei Ringversuche durch.

RINGVERSUCH 1

In dem ersten Ringversuch, in welchem neun Filme von sieben Baglieferanten durch fiinf Anwender mit
sechs rekombinanten CHO-Zelllinien und sechs chemisch definierten Kulturmedien untersucht wurden,
fiihrte jeder Anwender seinen eigenen Zellkulturtest mit Schiittelkolben durch. Hier wurde das jeweilige
Kulturmedium mit zuvor durch die Ziircher Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften (ZHAW) inku-
biertem WFI (Water for Injection) hergestellt. Wie in (10) detailliert beschrieben wurde, wurde parallel
zur Wasserextraktion in den Bags (50% Befiillung, 37°C, 7 Tage, statisch, lichtgeschiitzt) WFI in Schott-
flaschen inkubiert und als Referenzkontrolle eingesetzt.

Die finale Auswertung des Ringversuches 1 erfolgte auf der Grundlage eines Fragebogens, der durch die
Anwender ausgefiillt wurde und in welchem die Referenzkontrolldaten auf 100% normiert wurden. Be-
urteilt wurden die maximale Zelldichte, der pH-Wert, die Zellgro3e, die Glukose-, Glutamin-, Laktat- und
Ammoniumkonzentration in Abhangigkeit der Kultivierungszeit. Sieben der neun Filme lieferten bei allen
Anwendern und allen Zelllinien in allen Beurteilungskriterien in Bezug auf die Referenz identische Daten.
Hingegen wurde fiir zwei Filme ein von der Referenzkontrolle abweichendes Verhalten fiir eine oder sogar
mehrere Zelllinien in mindestens zwei Beurteilungskriterien festgestellt. Fiir diese beiden Filme kdnnen
unter den realisierten Versuchsbhedingungen migrierte Leachables vermutet werden.

RINGVERSUCH 2

Der Ringversuch 2 wurde mit elf (z.T. anderen) Filmen von sieben Baglieferanten durch vier Anwender,
die mit acht CHO-Zelllinien und sieben chemisch definierten Kulturmedien arbeiteten, durchgefiihrt. Bei
einem der untersuchten Filme handelte es sich um eine Negativkontrolle, die durch einen Baglieferanten
fiir diesen Ringversuch zur Verfiigung gestellt worden war. Eine der verwendeten CHO-Zelllinien war eine
leere, kommerziell erhaltliche Zelllinie (CHO-easyC von Cell Culture Technologies, Schweiz). Die anderen
Zelllinien waren rekombinant, wobei die ZHAW neben der leeren Zelllinie eine Modellzelllinie (CHO XM
111-10) verwendete, die SEAP (sekretierte alkalische Phosphatase der Plazenta) sekretiert. Diese Zelllinie
wurde in den goiger Jahren durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Martin Fussenegger (Eidgendssische
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Technische Hochschule Ziirich) etabliert (112) und kann iiber die Culture Collection Switzerland (CCOS
837) bezogen werden.

Anstelle des extrahierten WFI in Glasflaschen wurden im Ringversuch 2 durch die ZHAW die Filme zu-
sammen mit den Auswertebdgen direkt an die Tester versendet. Letztere fiihrten ihre Zellkulturtests mit
im Bag extrahiertem Zellkulturmedium und punktuell (drei Tester mit vier Zelllinien) mit extrahiertem
WFI durch. Parallel zur Wasser- bzw. Medienextraktion im Bag wurde {iber drei Tage WFI bzw. Medium in
Glasflaschen als Referenzkontrolle inkubiert. Um die Vergleichbarkeit der Resultate und die Aussagefa-
higkeit des Ringversuchs, dessen Ablauf in der Abbildung 1 dargestellt ist, weiter zu verbessern, wurden
zusatzliche Randbedingungen festgelegt.

Abbildung 1: FlieBdiagramm zum Ablauf des Ringversuches 2 - (a) WFI-Extraktion, (b) Medienex-
traktion
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Es wurden ausschlie3lich Filme verwendet, deren Lagerzeit nach der Gammabestrahlung im Maximum
zwei Monate betrug (das war im Ringversuch 1 bei zwei Filmen nicht der Fall). Dariiber hinaus erfolgte
die Sterilfiltration des Kulturmediums durch alle Tester mit dem PVDF-Membranfilter Gamma Compatible
Millipak-2o0 Filter Unit 0,22 pm ¥4 in. HB/HB w/bell sterile von Merck Millipore. Fiir die Auswertung des
Ringversuches 2 wurden auBerdem die nachfolgend aufgefiihrten Kriterien angesetzt:

keine oder vernachlassigbhare Abweichung (k), wenn eine der getesteten Zelllinien bei keinem oder
einem Kriterium eine negative Abweichung » 10% zur Kontrolle zeigt

Tabelle 1: Resultate der Zellkulturversuche mit verschiedenen Zelllinien-Medien-Kombinationen.
(a) Ergebnisse der Zellkulturversuche mit extrahiertem Medium und (b) mit extrahiertem WFI.

(a) Extrahiertes Medium

Film Max. Zelldichte Vitalitat Zelldurchmesser
Vi|V2|V3|V4|V5|V6|V7 | V8 |Vg|V1|V2|V3]|V4|Vs|V6|V7|V8|Vg |Vl |V2a|V3|Vy
1 46%| + [20%(16%| + + + + | + + + + + + + + + + + + + +
2 64%|31%(25%|21%(12%(25%|38%| + [61%| + | + | + | + | + | + | + [ = | = | + | + | + | +
3 57%| + | + | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ||+ |+ |+ |+ |+
4 20%| + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]+ ]|+
5 52%(21%| + [12%| + | + | + | + [+ | + |+ | + | + | + | + | + | + | + |+ |+ |+ [+
6 30%| + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |||+ ]|+ |+
7 33%| + [25%[17%| + | + | + | + [38%| + | + | + | 4 | + | + | + [+ | -]+ | + | + | +
8 (NK) [68%|42%|22%|26%|50%|55%|95%(12%(80%| — | + | + | + | + | + | = | = | = | + | + | + | +
9 20%| + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]+ |+
10 50%(33%(21%(19%| + | + | + | + [57%| + | + | + | + | + | + -+ [+ | + | +
11 73%| + (23%|17%(13%| + | + | + [47%| — | + | + | + | + | + -+ [+ | + | +
(b) Extrahiertes WFI
Film Max. Zelldichte Vitalitdt Zelldurchmesser Metabolismus pH
V3 |[V4 |Vs | V7 |V3|V4|Vs |V7|V3|V4|V5 |V7|V3|V4|V5|V7|V3]|V4| Vs |V7
1 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]k
2 31%| + [12%|81%| + | + | + | - | + | + | + | - |+ |+ |+ |- |+ |+ ]| +]| -] s
3 E R I T I IS S O N S I S (O A O T A 4
4 + |+ |12%| + |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ k
5 21%| + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]k
6 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |-+ |+ |+ F ||+ F| ]|+ + k
7 + 0+ |+ 3% + |+ |+ -+ |+ ]+ -+ |-+ |+ ]+ ] +]s
8 (NK) [41%]| + |55%|89%| + | + | + | — + |+ |+ |+ ]+ ==+ |+ +]|-]|Ss
9 R S S I I S A S N S (R N + 0+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ ]k
10 33%| + [|16%|75%| + | + | + | — + |+ | =+ |+ |+ |-+ ]|+ |+ |- S
11 + | + [12%(31%| + | + | + | + + |+ |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |m
6




maBige Abweichung (m), wenn eine der getesteten Zelllinien bei zwei bis drei Kriterien oder mehrere
der getesteten Zelllinien bei einem bis drei Kriterien negative Abweichungen von » 10% zur Kontrolle
zeigen

starke Abweichungen zur Kontrolle (s), wenn eine oder mehrere der getesteten Zelllinien bei vier bis
fiinf Kriterien eine Abweichung » 10% zur Kontrolle zeigen.

Eine Ubersicht der Resultate aus den Zellkulturtests ist in den Tabellen 1a (extrahiertes Medium) und
1b (extrahiertes WFI) zusammengestellt. Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, welche Zelllinien in den einzelnen
Versuchsansatzen eingesetzt wurden.

Zelldurchmesser Metabolismus pH
V5 | V6 | V7 | V8 [V9 | V1 |V2|V3 | V4 |V5 |V6|V7 | V8 |Vg |Vl |V2|V3|V4 | Vs |V6|Vs|V8| Vg
+ + + + + + + - + + + + + + + + + + + + + + + | m
+ |+ |+ | - |+ - =] =1 -1+ + | - | + | - + |+ |+ |+ |+ |+ ] - |+ |- s
+ |+ |+ |+ |+ + |+ [+ | + | + + + + | + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ k
+ |+ |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ + + + |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ k
+ |+ |+ |+ | -+ |+ |+ |+ |+ + + + | + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |m
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + k
+ + + + - + + - - + + + + - + + + + + + - + = S
+ |+ | = | = =l=l=]=]=|=x]=1|=1-= + |+ |+ |+ |+ |+ | =] - - S
+ |+ | + | + + |+ |+ | + | + + + + |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ k
+ | + + - | = = | + + + + | - + |+ |+ |+ |+ |+ | - = S
+ + + - - + - - + + + + - + + + + + + + - 3
Tabelle 2: Ubersicht iiber die in den einzelnen Versuchsansitzen eingesetzten Zelltypen
Versuch Vi V2 V3 Vg Vs Vé \'/4 v8 Vo
Zelltyp |CHO DG44|CHODG44| CHOK1 | CHOKi1 | CHOK1i | CHOK: | CHOK1 |CHO DGg4| CHO K1

(+) keine Abweichungen / (%) prozentuale Abweichungen zur Kontrolle / (-) Abweichungen aufgetreten
(k) Keine oder vernachlassigbare Abweichung, (m) maBige Abweichung, (s) starke Abweichung

NK Negativkontrolle
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Die Abweichungen zwischen den Resultaten mit extrahiertem Medium bzw. mit aus extrahiertem WFI
hergestelltem Medium sind nicht erstaunlich. Ein Grund dafiir konnte sein, dass neben Leachables auch
Interaktionen von Medienbestandteilen wie z.B. Cholesterol und Fettsauren (Linolsaure, Olsaure) mit
den hydrophoben Filmen (Kontaktlayer) eine Rolle spielen und zu einem limitierten Zellwachstum fiihren.
Dieses Phanomen wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen fiir serumfreie, proteinfreie und chemisch
definierte Kulturmedien gezeigt, in denen Serumalbumine als Proteincarriermolekiile fehlen (12-13).

Die Datenanalyse des zweiten Ringversuchs zeigte, dass vier der elf getesteten Filme keine bzw. vernach-
lassigbare Abweichungen von den Resultaten der Referenzkontrolle nach erfolgter Mediumextraktion
aufwiesen. Fiir die Filme 3, 4, 6 und 9 kdnnen (unter der Annahme, dass Abweichungen von der maxi-
malen Lebendzelldichte von < 10% mit + bewertet werden und dass der Tester im Versuchsansatz V1 die
erzielten maximalen Lebendzelldichten trotz Abweichungen iiber 10% als akzeptabel einschatzt) sowohl
migrierte Leachables als auch Interaktionen von Medienbestandteilen mit dem Film fiir die getesteten
Zelllinien-Medien-Kombinationen ausgeschlossen werden. Die Resultate der Versuche, die auf der Was-
serextraktion basieren, lassen auf Grund der héheren Korrosivitat des WFI den Schluss zu, dass auch
die Filme 1 und 5 keine bzw. vernachlassigbare Verunreinigungen durch Leachables fiir die untersuchten
Zelllinien-Medien-Kombinationen verursachen. Vielmehr sind hier Interaktionen mit dem Film und Medi-
enbestandteilen als Ursache fiir die mafligen Abweichungen in den Resultaten mit extrahiertem Medium
wahrscheinlicher.

Der Film 8 wurde durch alle Zelllinien-Medienkombinationen in den Zellkulturtests mit extrahiertem Me-
dium als die Negativkontrolle (NK) identifiziert, wohingegen mit extrahiertem WFI-Medium nur drei der
verwendeten Zelllinien (Versuche V3, V5 und V7) die Negativkontrolle anzeigten. Mit der Zelllinien-Me-
dien-Kombination aus dem Versuch V4 waren die Abweichungen zur Referenzkontrolle im extrahierten
WFI-Medium unterhalb 10%. In diesem Versuchsansatz wurde die Zelllinie CHO-easyC eingesetzt, die,
wie sich zeigte, nicht sensitiv genug ist. Dagegen wurden mit den Zelllinien-Medien-Kombinationen in
den Versuchen V3, Vg5 und V7 fiir das WFI-Medium ebenfalls starke Abweichungen fiir die Filme 2 und
10 bestimmt. Der Film 11, der mit der Zelllinie im Versuch V3 eine negative Abweichung des maximalen
Zellwachstums von 9,7% im WFI-Medium hatte und deshalb noch mit Plus deklariert wurde, wich mit den
Zelllinien aus den Versuchen Vs und V7 zwischen 12 und 31% leicht bis maig vom Zellwachstum, sonst
aber in keinem weiteren Kriterium, ab. Eindeutiger sind die Resultate der Tests fiir extrahiertes WFI und
die Zelllinien-Medien-Kombination aus V7 und dem Film 7 (Tabelle 1b).
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SCHLUSSFOLGERUNG

Unter Berlicksichtigung der Resultate aus den Medien- und WFI-Extraktionen wurden mit den Zelllinien-
Medien-Kombinationen aus den Versuchen V3, V5 und V7 drei Filme (2, 8, 10) ermittelt, aus denen Sub-
stanzen aus den Filmen herausgelost werden, die fiir die Zellen eine inhibierende Wirkung haben. Damit
bieten sich diese 3 Testsysteme zur Identifizierung von Leachables mit einem auf CHO-Zellen basieren-
den Zellkulturtest an. Wahrend es sich bei den Testsystemen in den Versuchen V5 und V7 um solche der
Industrie handelt, war es im Versuch V3 die transfizierte Modellzelllinie CHO XM 111-10.

Das in dem Versuchsansatz V3 verwendete Minimalmedium besteht aus ca. 50 Komponenten und basiert
auf dem urspriinglichen FMX-8 Basalmedium, dessen Zusammensetzung 1993 verdffentlicht wurde (14,
15). Es enthalt Linolsaure (12), deren Interaktion mit Film 1 die mégliche Erklarung fiir die 20% tiefere
maximale Zellzahl in den Experimenten mit extrahiertem Medium ist.

Die Autoren empfehlen das CHO XM 111-10/ChoMaster® HP-1/System und die in der Anlage 1 enthaltene
Vorgehensweise zur frithen Identifizierung kritischer Filme fiir CHO-Zellen, die in serum- sowie protein-
freien oder chemisch definierten Kulturmedien kultiviert werden.
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ANLAGE

Titel

Zweck

Geltungsbereich
Status

Mitgeltende Unterlagen

Arbeitsanweisung zur Durchfiihrung eines standardisierten Zellkultur-
tests zur Identifizierung kritischer Bagfilme fiir CHO-Zelllinien

Die vorliegende Arbeitsanweisung beschreibt die Durchfiihrung eines
Zellkulturtests zur Identifizierung kritischer Filme mit CHO XM 111-10
Zellen und chemisch definiertem Minimalmedium. Dieser Zellkultur-
test ist zusatzlich zu Extractablestudien zu realisieren.

Zellkulturlaboratorien

Arbeitsanweisung des Medienherstellers Cell Culture Technologies,
Schweiz, fiir ChoMaster® HP-1 Medium und FMX-8 Medium.
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1 DEFINITIONEN UND ABKURZUNGEN / 2 MATERIAL

1 DEFINITIONEN UND ABKURZUNGEN

Abkiirzung Bedeutung

disp. disposable

T-75 T-Flasche 75 cm?
WFI Water for Injection

2  MATERIAL

Tabelle 1: Material

Name

Hersteller

Bioprofile 100 plus Analyzer
Cedex HiRes
CHO XM 111-10 (Nr. CCOS 837)

Duran Schottflasche

Duran Glastrichter

Inkubator

Kulturmedium ChoMaster® HP-1
Kulturmedium FMX-8

Membranfilter Gamma Compatible Millipak-20
Filter Unit 0,22 pm 1/4 in. HB/HB w/bell sterile

Omnifix Einmalspritze Luerlock 10 ml,
Pluronic F68
pH Meter, 691

Spritzenfilter Millex-GP, 0,22 um, Polyethersulfon,
33 mm

Schiittelinkubatoren, Multitron 25 mm Auslenkung
Schiittelkolben Polycarbonat 500 mLund 1 L
Tetrazyclin

Water for Cell Culture Application WFI, 1 L
Zentrifuge Eppendorf, 5417C

Nova BioMedical, USA
Roche Diagnostics AG, Schweiz

Prof. Dr. Martin Fussenegger ETHZ, Schweiz
(zu beziehen iiber Culture Collection
of Switzerland)

Duran Group GmbH, Deutschland

Duran Group GmbH, Deutschland
Brouwer AG, Schweiz

Cell Culture Technologies GmbH, Schweiz
Cell Culture Technologies GmbH, Schweiz
Merck Millipore, USA

B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Sigma Aldrich, Switzerland
Metrohm Schweiz AG, Schweiz

Merck Millipore, USA

Infors AG, Schweiz
Corning, USA

Sigma Aldrich, Switzerland
Lonza, Switzerland

Vaudaux-Eppendorf AG, Schweiz
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3 DURCHFUHRUNG

Nachfolgend werden zwei Vorgehensweisen beschrieben. Unter 3.1 wird die Durchfiihrung der Extraktion
mit Zellkulturmedium beschrieben (siehe auch Abbildung 1). 3.2 beschreibt die Durchfiihrung der Film-
extraktion mit WFI. Fiir eine vollstandige Bewertung wird empfohlen, beide Extraktionen zu realisieren.
Im Kapitel 3.3 wird der eigentliche Zellkulturtest vorgestellt. Dieser ist unabhangig vom Extraktionsmittel
identisch durchzufiihren.

3.1 Extraktion mit Zellkulturmedium

3.1.1  Anforderungen an den zu testenden Bag (Film)
Der Bagfilm soll maximal zwei Monate nach realisierter Gamma-Sterilisation getestet werden. Eine Aus-
stattung des Bags mit MPC-Kupplungen ist vorteilhaft.

3.1.2 Befiillen des Bags
Das Befiillen des Bags soll in einer Laminarflow Bench erfolgen.

1. Der Bag wird unter sterilen Bedingungen aus der Verpackung entnommen und die Anschliisse und
Klemmen werden sofort geschlossen. Falls notig, werden offene MPC-Kupplungen mit sterilen De-
ckeln geschlossen.

2. Das Medium ChoMaster® HP-1 wird vorgangig gemaf der Arbeitsanweisung des Herstellers (Cell
Culture Technologies, Schweiz) hergestellt. Thermolabile Substanzen (z.B. Glutamin) kénnen nach
Bedarf nach der Extraktion dem Medium zugegeben werden.

3. Das frisch hergestellte Medium (nicht &lter als drei Monate) wird iiber einen Glastrichter, welcher
tiber ein Schlauchstiick und eine MPC-Kupplung mit dem Bag verbunden wurde, oder via Druckfilt-
ration steril in den Bag transferiert. Beziiglich der Befiillung des Bags ist darauf zu achten, dass das
Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis im Bereich von o,5 bis 2 cm? mL™* liegt.

4. Als Referenzkontrolle wird eine sterile Duran-Schottflasche mit Medium befiillt.
3.1.3 Extraktion

1. Der Bag wird zusammen mit der Referenzkontrolle zur Extraktion in einen Inkubator transferiert und
bei 37 °C, CO,-frei iiber drei Tage lichtgeschiitzt und statisch inkubiert.



3 DURCHFUHRUNG

2. Nach der Extraktion wird das Medium steril in Duran-Schottflaschen transferiert. Die Schottflaschen
wurden vor der Sterilisation gewaschen, um eventuelle Seifenriickstande zu beseitigen. Der Zeitraum
vom Abfiillen des extrahierten Mediums in die Duran-Schottflaschen bis zur Durchfiihrung des Zell-
kulturtests darf drei Tage nicht iiberschreiten. Es ist auf eine gekiihlte und lichtgeschiitzte Lagerung
zu achten.

3. Vor der Kultivierung wird dem Medium Pluronic F68 (0,2 %) und Tetrazyclin (2,5 mg L) zugegeben.
Das verwendete Tetrazyclin dient nicht der Unterdriickung von Kontaminationen. Es unterstiitzt das
Zellwachstum der Zelllinie CHO XM 111-10 (Tet-off) und unterdriickt die Expression des Modellprote-
ins, der sekretierten alkalischen Phosphatase.

Abbildung 1: FlieBdiagramm zum Ablauf des Tests — (a) WFI-Extraktion, (b) Medienextraktion
0/V Oberflachen-zu-Volumenverhiltnis, was fiir die Befiillung des Bags zu beriicksichtigen ist.

@ Wasserextraktion (b) Medienextraktion
e . S
( T \\ Filme sollen nicht alter sein ( . \ Filme sollen nicht alter sein
{ Filme — ( Filme
\ als 2 Monate \ als 2 Monate
-/ -/
— Y ,{ O/V=0,5-2cm’mL? J A /[ 0/V=0,5-2cm’mL? J
Steriles Befiillen der Bags mit Steriles Befiillen der Bags mit .
WFI Uber Glastrichter oder e Medium iber Glastrichter )
Druckfiltration N 3 E 3 oder via oder Druckfiltration E:‘f 2 odervia
) £5 2 oruckiiltration ) £5 2 Druckitration
34 - 28 -
2= -
v . - v . .
Bedingungen: Bedingungen:
Inkubation der Bags 3 Tage, lichtgeschutzt Inkubation der Bags 1 3Tage, lichtgeschiitzt
37° C, statisch 37° C, statisch
Duran Schottflaschen: Y Duran Schottflaschen:
Steriles Transferieren des gewaschen und autoklaviert Steriles Transferieren des gewaschen und autoklaviert
extrahierten Wassersin1L extrahierten Mediums in 1L —
Duran Schottflaschen Transfer erfolgte ohne Duran Schottflaschen Transfer erfolgte ohne
Sterilfiltration des Wassers Sterilfiltration des Mediums
v
Herstellung der Durchfiihrung des
Zellkulturmedien mit Zellkulturtests gemaR
extrahiertem Wasser Arbeitsanweisung
Durchfiihrung des
Zellkulturtests gemaR
Arbeitsanweisung
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3.2

Extraktion mit WFI

3.2.1 Anforderungen an den zu testenden Bag (Film)
Der Film soll maximal zwei Monate nach realisierter Gamma-Sterilisation getestet werden. Eine Ausstat-
tung des Bags mit MPC-Kupplungen ist vorteilhaft.

3.2.2 Befiillen des Bags
Das Befiillen des Bags soll in einer Laminarflow Bench erfolgen.

Der Bag wird unter sterilen Bedingungen aus der Verpackung entnommen und die Anschliisse und
Klemmen werden sofort geschlossen. Falls notig, werden offene MPC-Kupplungen mit sterilen
Deckeln geschlossen.

. Das WFI wird {iber einen Glastrichter, welcher iiber ein Schlauchstiick und eine MPC-Kupplung mit

dem Bag verbunden wurde, oder Druckfiltration steril in den Bag transferiert. Bei der Befiillung des
Bags mit Medium wird darauf geachtet, dass das Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis im Bereich von
0,5 bis 2 cm? mL liegt.

. Als Referenzkontrolle wird wieder WFI in eine sterile Duran-Schottflasche gefiillt.

3.2.3 Extraktion

1.

Der Bag wird zusammen mit der Referenzkontrolle zur Extraktion in einen Inkubator transferiert und
bei 37 °C liber drei Tage lichtgeschiitzt und statisch inkubiert.

Nach der Extraktion wird das WFI in Duran-Schottflaschen transferiert und bis zur Herstellung des
Zellkulturmediums im Kiihlraum gelagert. Die Schottflaschen wurden zuvor gewaschen, um eventu-
elle Seifenriickstande zu beseitigen. Der Zeitraum zwischen Abfiillen des extrahierten WFI in Duran-
Schottflaschen bis zur Herstellung des Mediums darf drei Tage nicht tiberschreiten.

Das WFI wird nun zur Herstellung des Minimalmediums (ChoMaster® HP-1) verwendet. Die Herstel-
lung erfolgt gemaR der Arbeitsanweisung des Herstellers (Cell Culture Technologies, Schweiz).

Das Medium wird mittels Millipak-20 Filtern (Millipore) unmittelbar vor Durchfiihrung des Zellkultur-
tests in sterile Duran-Schottflaschen sterilfiltriert.

Vor der Kultivierung wird dem Medium Pluronic F68 (0,2 %) und Tetrazyclin (2,5 mg L% zugegeben.
Das verwendete Tetrazyclin dient nicht der Unterdriickung von Kontaminationen. Es unterstiitzt das
Zellwachstum der Zelllinie CHO XM 111-10 (Tet-off) und unterdriickt die Expression des Modellprote-
ins, der sekretierten alkalischen Phosphatase.
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3.3 Zellkulturtest

3.3.1 Herstellung des Inokulums

Fiir den Zellkulturtest werden CHO XM 111-10 Zellen (CCOS 837) verwendet. Die Zellen werden nach dem
Auftauen in eine T-Flasche 75 cm? (T-75) mit 10 mL FMX-8 Medium transferiert. Die Erhaltungskultur wird
ebenfalls in T-75 mit FMX-8 Medium gefiihrt. Die Kultivierung erfolgt statisch bei 37 °C und 7,5 % CO..
Passagiert wird jeweils am Montag und Freitag, wobei 20 mL Arbeitsvolumen mit 0,2 x 10% Zellen mL*
inokuliert werden. Am Mittwoch wird jeweils das Arbeitsvolumen mit 20 mL Medium ergénzt.

Drei Passagen vor dem Zellkulturtest wird die Erhaltungskultur expandiert (pro getesteten Film/ Refe-
renz drei bis flinf T-75 Flaschen). Bei der nachsten Passage wird die expandierte Kultur in ein steriles
Becherglas iiberfiihrt und mit dem gleichen Volumen an frischem ChoMaster® HP-1 Medium ergénzt. Die
Zellen werden 2 bis 3 Stunden bei 37 °C und 7,5 % CO, sedimentiert. Nach dem Absetzen wird das iber-
stehende Medium entfernt und 5o mL frisches ChoMaster® HP-1 Medium zugegeben. Die Suspension
wird gut gemischt, bevor 1 mL Probe entnommen wird. Die Probe wird mittels Cedex HiRes analysiert. Mit
den Zellen werden zwei bis drei disp. Schiittelkolben (1 L mit 100 mL Arbeitsvolumen) mit 0,3-0,5 x 10®
Zellen mL* inokuliert. Die Kultivierungsparameter sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die Schiittelkolben wer-
den bis zum Start des Zellkulturtests je nach Bedarf gesplittet oder gefeedet (Zugabe von ChoMaster®
HP-1 Medium bis max. 350 mL Arbeitsvolumen erreicht sind). Die Zellzahl soll dabei 2,5 x 10® Zellen mL*
nicht tiberschreiten, und die Vitalitat nicht unter 95% fallen.

Am Tag der Inokulation wird den Schiittelkolben dieselbe Menge frisches Medium zugegeben wie bereits
in den Schiittelkolben enthalten ist. Die Zellen werden 2 bis 3 Stunden bei 37°Cund 7,5 % CO, sedimentiert.
Nach erfolgter Sedimentation wird das iiberstehende Medium entfernt und 50 mL frisches ChoMaster®
HP-1 Medium zugegeben. Die Suspension wird gut gemischt und 2 mL Probe entnommen. Die Probe wird
mittels Cedex HiRes und BioProfile 100 plus analysiert.

3.3.2 Durchfiihrung des Zellkulturtests

Der Zellkulturtest wird mit CHO XM 111-10 Zellen (WCB 2008) im disp. Schiittelkolben (500 mL) realisiert.
Der Zellkulturtest wird fiir jeden Film/ Referenz im Triplikat als Batch-Verfahren {iber fiinf Tage durch-
gefiihrt. Die Schiittelkolben werden mit 0,2-0,3 x 10 Zellen mL* inokuliert, wobei das Arbeitsvolumen
100 mL betrégt. In der Tabelle 2 sind die Kultivierungsparameter aufgefiihrt.

Die Probenahme erfolgt alle 24 Stunden. Fiir das Prozessmonitoring werden jeweils 2 mL Probe steril
aus dem Schiittelkolben entnommen und mittels gangiger automatisierter Systeme fiir Sdugerzellkulti-
vierungen, wie zum Beispiel dem Cedex HiRes und BioProfile 100 plus, analysiert. Das Cedex HiRes dient
dem Monitoring der Zelldichte und der Zellvitalitat (obligatorische Beurteilungskriterien). Zusatzlich
kann der Zelldurchmesser bestimmt werden, der als Beurteilungskriterium aber nicht zwingend (fakul-
tatives Beurteilungskriterium) ist. Mit dem BioProfile 100 plus werden Glukose, Laktat, Glutamin und
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Ammonium gemessen (obligatorische Beurteilungskriterien). AuBerdem kann der pH-Wert bestimmt
werden, der wieder als fakultatives Beurteilungskriterium angesehen wird.

Tabelle 2: Kultivierungsparameter fiir den Zellkulturtest

Parameter Wert
Temperatur 37°C
Cco, 7,5 %
Schiittelfrequenz 120 rpm
Auslenkung 25 mm
Luftfeuchtigkeit 70 %

Zur Versuchsauswertung sollen zunachst die Daten der Referenz auf 100% normiert werden. Die Verlaufe
der obligatorischen Beurteilungskriterien (der Zelldichte, der Vitalitat, der Substrat- und Metaboliten-
konzentrationen) werden iiber der Zeit und in Abh#ngigkeit des Films aufgezeichnet, wobei die Daten
hierbei auf die der Referenz bezogen werden. Das geschieht sowohl fiir die Medien- als auch Wasserex-
traktion.

Zeigt der Test fiir die Wasser- und Medienextraktion bei keinem oder maximal einem Kriterium (bezieht
sich auf die Summe der Resultate beider Extraktionen) eine negative prozentuale Differenz = 10% zur
Kontrolle, sind Leachables fiir den getesteten Film vernachldssigbar. Tritt lediglich bei der Medienex-
traktion, nicht aber bei der Wasserextraktion eine negative Abweichung = 10% in der Zelldichte auf, ist
eine Interaktion von Medienkomponenten mit diesem Film als Ursache fiir die Wachstumsinhibierung
zu priifen. Gibt es in der Summe der Ergebnisse aus der Medien- und Wasserextraktion Abweichungen
in mehr als zwei Kriterien, ist der Bagfilm im Hinblick auf Leachables als kritisch zu bewerten. Tabelle 3
zeigt beispielhaft eine Auswertematrix.



3 DURCHFUHRUNG

Tabelle 3: Auswertematrix
Auswertematrix am Beispiel der Ergebnisse fiir CHO XM 111-10 Zellen in ChoMaster® HP-1 Medium

Film max. Zelldichte Vitalitat Metabolismus Kriterium
Medien- Wasser- Medien- Wasser- Medien- Wasser-
extraktion extraktion | extraktion extraktion | extraktion extraktion | 1 2 3
1 20 % + + + - +
2 25 % 31% + + - +
3 + + + + + +
4 + + + + + +
5 + 21% + + + +
6 + + + + + +
7 25 % + + + - +
8 22 % 41 % + + - +
9 + + + + + +
10 21% 33% + + - +
11 23 % + + + - +
Auswertekriterien:

1 In der Summe der Ergebnisse aus der Medien- und Wasserextraktion gibt es bei keinem oder
einem Kriterium eine Abweichung = 10% zur Referenz

2 Lediglich bei der Medienextraktion, nicht aber bei der Wasserextraktion tritt eine Abweichung
> 10% in der Zelldichte auf
— Ist dies der Fall, muss gepriift werden, ob eine Interaktion von Mediumkomponenten mit dem
Filmmaterial vorliegt

3 Inder Summe der Ergebnisse aus der Medien- und Wasserextraktion gibt es bei mehr als
2 Kriterien eine Abweichung von = 10%

Legende:
% negative prozentuale Differenz zur Referenz
+ Abweichung zur Referenz <10%

- Abweichung zur Referenz = 10%

Ein Bagfilm ist in Hinblick auf Leachables als un-
kritisch zu bewerten, wenn mindestens zwei der
drei Kriterien mit griin bewertet werden kénnen

Kriterium trifft nicht zu

Kriterium trifft zu
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4 MITGELTENDE UNTERLAGEN / 5 ANDERUNGSHINWEISE / 6 ANHANG

4  MITGELTENDE UNTERLAGEN

Arbeitsanweisung des Medienherstellers Cell Culture Technologies, Schweiz, fiir ChoMaster® HP-1
Medium und FMX-8 Medium.

5 ANDERUNGSHINWEISE

Die Arbeitsanweisung wurde neu erstellt.

6 ANHANG

kein Anhang vorhanden

20



21



TEMPORARER ARBEITSKREIS ,,SINGLE-USE-TECHNOLOGIE IN DER BIOPHARMAZEUTISCHEN PRODUKTION DER DECHEMA

22



23



E<C DECHEMA

Gesellschaft fiir Chemische Technik
und Biotechnologie e.V.
Theodor-Heuss-Allee 25

60486 Frankfurt am Main

Tel.: 069 7564-0
Fax: 069 7564-201
E-Mail: info@dechema.de

ISBN: 978-3-89746-148-2

www.dechema.de



