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,Hakuna Matata"“

- The Lion King



Kurzfassung

Monoklonale Antikérper gewinnen aufgrund ihrer vielseitigen Anwendungsbereiche
immer weiter an Relevanz. Sie werden sowohl in der Diagnostik als auch in
therapeutischen Mafdinahmen eingesetzt und machen bereits den Grofdteil der
biotechnologisch produzierten Biopharmaka aus. Um die Herstellungsprozesse neuer
Antikorper systematisch hinsichtlich der Prozess- und Produktqualitidt zu verbessern,
soll der Quality by Design Ansatz in die biopharmazeutische Forschung und Industrie
integriert werden. Dabei mangelt es jedoch weiterhin an Modellprozessen fiir die
praktische Implementierung tliber eine ganzheitliche Prozesskette. In der vorliegenden
Dissertation wurde der Upstream-Prozess in einzelne Prozessschritte eingeteilt und
anhand der Quality by Design Prinzipien charakterisiert. Daflir wurden zunachst
kritische Prozessparameter und Qualitatsattribute der einzelnen Prozessschritte
identifiziert. Anschliefend wurden die Parametereffekte- und Interaktionen mithilfe von

statistischen Versuchsplanen analysiert und ein robuster Design Space etabliert.

Im ersten Teil wurde die Vorkultur als kritischer Teil des Herstellungsprozesses
eingestuft. Dabei wurden die Einfliisse der Parameter auf Qualitdtsattribute der
Vorkultur und des nachfolgenden Prozesses analysiert. Als Schliisselparameter wurden

die Passagendauer und die viable Zelldichte der Passagen identifiziert.

Wahrend der Quality by Design Integration in den Produktionsprozess wurden zunachst
prozessbezogene Qualitatsattribute untersucht, wobei der pH-Wert des Kulturmediums
und die initiale Zelldichte als kritische Parameter festgestellt wurden. Die Bioaktivitit
des produzierten Antikorpers zeigte innerhalb des charakterisierten Bereiches jedoch

keine signifikanten Verdnderungen.

Im dritten Teil wurde die Zellabtrennung als Bindeglied zum Downstream-Prozess
analysiert. Die Viabilitit wurde als Schliisselparameter mit grofem Einfluss auf
prozessbezogene Verunreinigungen identifiziert. Die etablierten Design Spaces
definierten hohes Zellwachstum und Zellerhaltung bei optimaler Antikérperproduktion

als Ziel der Prozessfithrung und -Kontrolle.

Schlagworter: Monoklonaler Antikorper, CHO-Zellen, Tierzellkultivierung, Quality by

Design, Design of Experiments, Design Space
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Abstract

Monoclonal antibodies are becoming increasingly relevant due to their versatile areas of
application. They are used in diagnostics as well as in therapeutic measures and already
account for the majority of biotechnologically produced therapeutics. In order to
systematically improve the manufacturing processes of new therapeutic antibodies in
terms of process and product quality, the Quality by Design approach is to be integrated
into biopharmaceutical research and industry. However, there is still a lack of model
processes for practical implementation across a holistic process chain. In this
dissertation, the manufacturing process of a monoclonal antibody was characterized.
The focus was on the application of quality by design principles in different sub-steps of

the upstream process.

In the first part, the inoculum expansion was studied and classified as a critical part of
the production process. The influences of the parameters on quality attributes of the
preculture and the subsequent production process were analyzed. Passenger duration

and viable cell density of passages were identified as key parameters.

The second part describes the Quality by Design integration into the production process.
Process-related quality attributes were first investigated, with the pH of the culture
medium and the initial cell density found to be critical parameters. In contrast, the
bioactivity of the produced antibody showed no significant changes within the

characterized range.

In the third part, cell separation was analyzed as a link to the downstream process. The
viability was identified as a key parameter with major influence on process-related
impurities. The established design spaces defined high cell growth and cell maintenance

with optimal antibody production as the goal of process analysis and control.

Keywords : Monoclonal antibody, CHO-cells, mammalian cell culture, Quality by Design,

Design of Experiments, Design Space
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1 Einleitung

»,Begin with the end in mind”

Eine der sieben Gewohnheiten hocheffektiver Menschen, erdacht von Stephen R. Covey,
beschreibt nicht nur einen Grundsatz fiir erfolgreiche personliche und berufliche
Entwicklung eines einzelnen Menschen!, sie definiert auch auf priagnante Weise den
grundlegenden Gedanken des Quality by Design (QbD) Prinzips. Dieses wird seit einigen
Jahren in vielen Bereichen der biopharmazeutischen Forschung und Produktion
eingesetzt?3. In diesem Zusammenhang wachst vor allem die Bedeutung der
monoklonalen Antikérper (mAb, engl. monoclonal antibodies) als vielseitige Diagnostika
und Therapeutika stetig®. ~Aktuelle Berechnungen schiatzen die jahrlichen
Gesamtmarkteinahmen auf tiber 300 Milliarden US$ bis zum Jahr 202556, Aufgrund
weitreichender Fortschritte steigen die Moglichkeiten der medizinischen Anwendung
von mAbs rasch an. Anwendungsbereiche umfassen die Behandlung von
Krebserkrankungen sowie von neuartigen Infektionskrankheiten wie dem Ebolafieber
(EVD, engl. ebola virus disease) oder der Coronavirus-Krankheit-2019 (COVID-19, engl

coronavirus disease 2019)7-10,

Um die beschleunigte Zulassung und Bereitstellung neuer therapeutischer Antikérper zu
ermoglichen, sind schnelle Strategien zur Produkt- und Prozessentwicklungen
notwendig, die innerhalb der kontrollierten Produktionskette  hochste
Qualitatsstandards gewahrleisten. Zur Umsetzung dieser steigenden Anforderungen
wurde der QbD Ansatz implementiert, welcher darauf ausgelegt ist, Prozesse
systematisch zugunsten der Prozess- und Produktqualitdt, regulatorischen Konformitat
und Einsparungen der Produktionskosten zu optimieren!!. Der Fokus liegt dabei auf der
Planung und Entwicklung eines Prozesses im Hinblick auf die Einhaltung spezifischer
Qualitatsattribute der entsprechenden Prozessschritte und des Produktes. Dadurch wird
die Qualitat nicht erst am Ende eines Prozesses getestet, sondern kann systematisch in
den Prozess und das Produkt integriert werden!?. Es wird ein tiefgehendes Verstindnis
zwischen dem Prozess und Produkt geschaffen, welches optimierte Strategien zur
Prozessiiberwachung und Kontrolle ermoglicht. Trotz der weitreichenden Moglichkeiten
von QbD im biopharmazeutischen Umfeld sind Anwendungsbeispiele der Integration in

die gesamte Prozesskette der Antikorperproduktion bisher sehr limitiert!3.



2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung des Herstellungsprozesses eines
monoklonalen Antikérpers. Dabei liegt der Fokus auf der Implementierung des Quality
by Design Grundsatzes in den Upstream-Prozess. Dieser lasst sich in die folgenden
Teilschritte unterteilen: Die Vorkultur, den Produktionsprozess und die abschlief3ende

Zellabtrennung.

Dabei sollen die Prozessschritte zundchst isoliert betrachtet werden, wobei wichtige
Qualitatsattribute auch liber die Grenzen der einzelnen Schritte hinweg zu analysieren
sind. Dadurch soll ein ganzheitliches Prozessverstandnis fiir die Interaktion von
Parametern mit der Prozess- und Produktqualitdt hergestellt werden. Das Ziel ist somit
die Etablierung eines Design Space fiir die einzelnen Prozessschritte, als robusten

Arbeitsbereich mit definierten Zielgrofien.

Dafiir sollen im Rahmen einer Riskioanalyse zunachst kritische Prozessparameter
(CPPs, engl critical process parameters) identifiziert werden. Fiir die einzelnen
Prozessschritte werden dariiber hinaus intermedidare und produktbezogene
Qualitatsattribute (CQAs, engl. critical quality attributes) definiert. Der Einfluss der CPPs
auf die entsprechenden CQAs soll mithilfe des Design of Experiments (DoE) Ansatzes
untersucht werden. Mittels multivariater Datenanalyse (MVDA, engl. multivariate data
analysis) soll anschlieflend ein Regressionsmodel entwickelt werden, welches die
experimentellen Daten beschreibt. Durch die systematische Variation mehrerer
Faktoren im experimentellen Design lassen sich dabei sowohl die Parametereffekte als

auch Interaktionen zwischen den Faktoren identifizieren.

Zur Beurteilung der Prozessqualitat sollen verschiedene prozessbezogene
Qualitatsattribute untersucht werden. Diese umfassen auf zellularer Ebene die
Wachstumsrate, die Viabilitat und die Zelldichte. Fiir den Produktionsprozess und die
Zellabtrennung sollen zusatzlich der Antikorpertiter und Verunreinigungen wie
Wirtszellproteine  (HCPs, engl  host «cell proteins) und  verbliebene
Desoxyribonukleinsduren (DNA, engl. desoxyribonucleic acid) analysiert werden. Die
Produktqualitat soll dartiber hinaus anhand eines zellbasierten Bioaktivitatsassays liber

die Antigen-Inaktivierung durch den produzierten Antikorper bewertet werden.



3 Theoretische Grundlagen

Zur Beschreibung der Produktqualitdt muss der hergestellte Antikérper im Hinblick auf
die Funktion, den Aufbau und mégliche Anwendungsbereiche charakterisiert werden.
Um produktionsbezogene Qualitdtsattribute untersuchen zu kénnen muss der
Herstellungsprozess genau beschrieben und gezielte Experimente systematisch geplant
werden. Zusatzlich sind zur Interpretation der Ergebnisse methodische Kenntnisse tiber

die einzelnen Schritte des Quality by Design Konzepts notwendig.

3.1 Antikorper

Antikorper, auch Immunglobuline genannt, sind Glykoproteine aus der Klasse der
Globuline und wichtige Vermittler der erworbenen Immunantwort. Sie werden als
Reaktion von Plasmazellen auf bestimmte Fremdstoffe oder Krankheitserreger gebildet.
Dabei bindet der Antikorper spezifisch an das jeweilige Antigen auf der Oberflache des
Fremdkorpers und 16st damit die Immunreaktion aus!4. Es wird zwischen zwei Arten,
den polyklonalen- und monoklonalen Antikérpern unterschieden. Natiirliche
polyklonale Antikérper werden bei der Reaktion des Immunsystems von
unterschiedlichen B-Lymphozyten gebildet und binden mehrere Epitope eines Antigens.
Pharmazeutisch verwendete mAbs hingegen werden von einem einzelnen
immortalisierten B-Zellklon hergestellt und sind damit gegen ein einzelnes Epitop
gerichtet. Damit bieten mAbs den Vorteil, bestimmte Zielmolekiile noch spezifischer
binden zu konnen, wodurch eine Vielzahl diagnostischer und therapeutischer

Anwendungen ermdglicht wird?>.

Im Folgenden wird hauptsachlich die Klasse Immunglobulin G (IgG) beschrieben, welche
als ca. 150 kDa grofée Monomere iiberwiegend im Serum vorliegen und eine wichtige
Rolle in der Bekampfung von Viren und Bakterien spielen!®17. Der strukturelle Aufbau

eines IgG-Antikorpers ist in Abbildung 3.1 dargestellt.



Theoretische Grundlagen

Fab
Region

o _\ / -
Leichte  ~QO0C \ h
Kette Gelenkregion

0[88053 @H:}og%]o

I:: Fc

Glykosylierung Region
N O Galactose
= O GleNAc
Schwere © Mannose
Kette ) A Fucose
O )
00C [aole) -

Abbildung 3.1 Struktureller Aufbau eines IgG-Antikdrpers mit schematischer Glykosylierung

Die hohe Heterogenitit von Antikorpern lasst sich durch ihre strukturelle
Zusammensetzung erklaren. In der Regel setzen sich Antikorper aus zwei schweren
Ketten (HC, engl heavy chains) und zwei leichten Ketten (LC, engl light chains)
zusammen, welche tiber kovalente Disulfidbriicken zu einer Y-Form verbunden sind. Die
HC und die LC sind jeweils in variable und konstante Domdnen unterteilt, wobei die
variablen Domaédnen einer leichten und einer schweren Kette gemeinsam die
Antigenbindestelle darstellen. Dieses sogenannte Paratop ist fiir den jeweiligen
Antikorper spezifisch, wahrend die konstanten Regionen bei allen Antikorpern einer
Klasse gleich aufgebaut sind und der Signalweiterleitung dienen. Man unterscheidet
zwischen fiinf verschiedenen Klassen von Antikorpern, deren konstante Region jeweils
fir die Interaktion mit bestimmten Rezeptoren und Proteinen des eigenen
Komplementsystems spezialisiert ist, um gezielte Immunreaktionen auslésen zu

konnen18-20,



Theoretische Grundlagen

Zusatzlich zu dem beschriebenen Aufbau weisen die beiden schweren Ketten zwei
besondere Attribute auf. Gemeinsam bilden sie eine flexible, zw6lf Aminosduren lange
Gelenkregion, welche die Drehbarkeit und Flexibilitit des Antikérpers erhoht20.21,
Aufderdem bindet die zweite konstante Region (CH2) in Sdugerzellen post-translational
eine Oligosaccharid-Gruppe, die je nach addierten Zuckerresten verschiede Glykoformen
aufweisen kann. Dabei ist das Glykosylierungsmuster abhidngig von dem
antikorperproduzierenden Zelltypen sowie von moglichen Variationen im
Produktionsprozess22. Eine der typischen Variationen bei IgGs sind die Glykoformen
GOF, G1F und G2F, welche die Galactosylierungsanzahl der Zuckerkette beschreiben?3.
Diese Glykosylierungen beeinflussen die Zytotoxizitit des Antikorpers und tragen
mafigeblich zur bioaktiven Funktionalitit bei. Dartiber hinaus wirken sich verschiedene

Glykoformen auf die Stabilitat, Loslichkeit und Konformation des Antikorpers aus22:24,

3.1.1 Anwendung monoklonaler Antikérper

Der Aufbau der mAbs und die damit verbundene Spezifitit fiir verschiedenste targets
ermoglichen vielseitige Anwendungsbereiche. Diese umfassen sowohl experimentelle
und diagnostische Verfahren, als auch therapeutische Mafnahmen>25-28, In der
Labordiagnostik wird die Antikorper-Antigen-Bindung mit detektierbaren Liganden
genutzt, wodurch spezifische Antigene nachgewiesen und quantifiziert werden kénnen.
Daftir werden radioaktive Isotope, Fluoreszenzfarbstoffe oder Enzyme, welche
bestimmte Farbreaktionen Kkatalysieren, verwendet??. Diese Methoden finden unter
anderem bei Western Blots, Enzyme-linked Immunosorbet Assays (ELISA) und Antikorper

Microarrays Anwendung30-34,

Anfanglich wurden Antikérper hauptsachlich iiber die gezielte Immunisierung von
Mausen hergestellt. Der Einsatz im humantherapeutischen Bereich war aufgrund
unerwiinschter Immunreaktionen gegen die verwendeten murinen Antikdrper zunachst
jedoch nicht erfolgreich?735, Diese murinen Antikoérper werden im menschlichen
Organismus durch den humanen anti-Maus Antikorper (HAMA, engl. human anti-mouse
antibody) selbst als Antigen erkannt, aktivieren damit das Immunsystem und sind somit
fir die Therapie ungeeignet. HAMA bindet dabei hauptsachlich an die konstante Region

des murinen Antikérpers3é,
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Zur standardisierten Herstellung von mAbs wurde die Hybridomtechnologie entwickelt,
bei der entartete Lymphozyten mit antikorperbildenden Lymphozyten hybridisiert
werden. Die entstandene Fusionszelle wird als Hybridomazelle bezeichnet und
kombiniert die dauerhafte Teilungsfahigkeit mit hoher Antikérperproduktion, wodurch
Antikorper in Laborkulturen produziert werden kénnen3738, 1984 wurden chimare
Antikorper entwickelt, welche die humanen konstanten Regionen mit variablen
Regionen der Maus kombinieren3?. Dadurch wird eine verbesserte Interaktion mit den
humanen Zellen des Komplementsystems ermoglicht und die problematische
Immunogenitdt verringert. Fiir einen zuverlassigen Einsatz im therapeutischen Bereich
reichte diese Anpassung jedoch nicht aus, da mit der variablen Region noch 30 %
murine Sequenz vorliegen, welche weiterhin unerwiinschte Immuneffekte hervorrufen
kann. Um auch diese zu iliberwinden wurden in den darauffolgenden Jahren
humanisierte Antikorper entwickelt, welche nur die komplementaritiatsbestimmende
Region (CDR, engl. complementary determining region) der variablen Domane aus der
Maus enthalten*. Jedoch kann auch die Humanisierung die Madglichkeit einer
Immunreaktion nicht ausschliefien, da der Erfolg und Grad der Humanisierung von den
einzelnen Antikorpern abhidngt. Auferdem sind die CDRs humanisierter Antikorper,
welche den grofditen Teil der Antigen-Interaktion vermitteln, weiterhin nicht

menschlichen Ursprungs*!.

In der heutigen therapeutischen Anwendung werden daher vorwiegend vollstandig
humane Antikorper eingesetzt, da sie von den korpereigenen Antikoérpern nicht
unterscheidbar sind und damit das geringste Risiko der Immunogenitat aufweisen*2,
Allerdings erfordert der Einsatz von humanen Antikérpern neue Verfahren, da die
herkémmliche Immunisierungs- und Hybridomtechnologie nicht immer auf menschliche
Spender tubertragen werden konnte. Bei in vitro Selektionsverfahren wie dem
Antikorper-Phagen-Display besteht im Gegensatz dazu keine Abhéangigkeit von der in
vivo Immunreaktion des Spenderorganismus#3-4>. Dieser Ansatz erlaubt die
Identifikation von Antikérpern gegen fast jede Art von Antigenen und ein breites
Spektrum an Epitopen. Dabei werden Antikorperfragmente oder gesamte Proteine auf
der Oberfliche von Bakteriophagen prasentiert, um anschlieffend einen
korrespondierenden Bindepartner zu identifizieren. Aus den so isolierten Phagen

konnen darauthin die zugehorigen Antikorpergene isoliert und sequenziert werden43-45,
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Adalimumab wurde als erster humaner Antikérper aus Antikorper-Phagen-Display
hergestellt und durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. Dieser
bindet und inaktiviert den 17 kDa grofsen Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), welcher
in erh6hten Konzentrationen eine Vielzahl von immunvermittelten Erkrankungen wie

Morbus Crohn und rheumatoide Arthritis auslost46-48,

Es besteht demnach ein enger Zusammenhang zwischen dem Aufbau und der Funktion
der eingesetzten Antikorper, vor allem im Hinblick auf die Vertraglichkeit sowie die

Wirksamkeit in der therapeutischen Anwendung.

3.2 Produktion monoklonaler Antikorper

Monoklonale Antikérper werden heutzutage meist ausschliefdlich in rekombinanten
Saugerzellen produziert. Diese sind in der Lage die produzierten Antikorper post-
translational zu modifizieren. Somit addierte humandhnliche Glykosylierungen
optimieren die Pharmakodynamik und ermdglichen den erfolgreichen Einsatz in der
Humanmedizin’. Zu den dabei meistverwendeten Zelllinien gehoren die Chinese
Hamster Ovary (CHO) Zellen mit mutationsbedingter Dihydrofolat-Reduktase (DHFR)-
Defizienz, welche die Selektion wvon transfizierten Zellen vereinfacht. Bei der
Verwendung von Expressionsvektoren, welche das DHFR-Gen und das zu exprimierende
Gen enthalten, wird die Selektion mit dem zytotoxischen Medikament Methotrexat
(MTX), einem kompetitiven Inhibitor von DHFR, erméglicht. CHO Zellen wurden 1957
aus den Ovarienzellen eines chinesischen Zwerghamsters isoliert und konnen als
Suspensionszellen in serumfreiem Medium mit hohen Zelldichten von bis zu mehreren
100 mio Zellen/mL kultiviert werden>0-53, Zusatzlich weisen CHO Zellen eine hohe
genetische Stabilitdt und stabile Expressionsraten fiir heterologe Konstrukte auf und
sekretieren die produzierten mAbs in das Kulturmedium, wodurch die
Produktaufarbeitung vereinfacht wird. Damit eignen sich diese Zellen optimal zur

schnellen Generierung hoher Antikorpertiters4>5.
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Als energetische Kohlenstoffquelle fiir Zellwachstum/-Teilung und Erhaltung der Zellen,
sowie die Produktion rekombinanter Proteine verstoffwechseln CHO Zellen Glukose.
Diese wird dariiber hinaus zu einem Teil tiber Pyruvat zu Lactat konvertiert, welches in
das Kulturmedium sekretiert wird. Die Umwandlung zu Lactat dient im Gegensatz zur
vollstdandigen Oxidation von Glukose zu Wasser und CO; weniger der Bildung von ATP,
sondern hauptsachlich der Regenerierung von NAD* aus NADH>¢. Eine Anreicherung
von Lactat im Medium fiihrt zu einer Absenkung des pH-Wertes und kann bei hohen
Konzentrationen zellschddigend wirken. Bei verringerter Verfiigbarkeit von Glukose
sind CHO Zellen in der Lage ihren Stoffwechsel auf Lactatverbrauch umzuschalten,
wobei Lactat iiber Pyruvat in den Citrat-Zyklus eingebracht wird>’. Als Stickstoffquelle
werden wahrend der Kultivierung meist Aminosauren wie Glutamin verwendet, welches
zusatzlich einen Einfluss auf den Lactatstoffwechsel der Zellen hat. So wird nach dem
Verbrauch von Glutamin und ausreichender Glucose- und Glutamatverfligbarkeit
ebenfalls auf Lactatverbrauch umgeschaltet, bis die Glucosezugabe den Bedarf stark

libersteigt oder die Glutaminkonzentration wieder ausreichend ansteigt.58-60

Der Herstellungsprozess von mAbs lasst sich in den Upstream- und den Downstream-
Prozess unterteilen. Dabei beschreibt der Upstream-Prozess die Kultivierung der Zellen,
wahrend der Downstream-Prozess die Aufreinigung des produzierten Antikorpers

umfasst®l. Der Ablauf des Herstellungsprozesses ist in Abbildung 3.2 dargestellt.
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Abbildung 3.2 Schematischer Ablauf eines mAb-Herstellungsprozesses, aufgeteilt in den Upstream- und

Downstream-Prozess



Theoretische Grundlagen
3.2.1 Upstream-Prozess

Der Upstream-Prozess der mAb Produktion ldsst sich wiederum in drei wesentliche
Schritte unterteilen: Die Vorkultur, den Produktionsprozess und die Zellabtrennung.
Zunachst werden Zellen aus kryokonservierten Zellbanken revitalisiert und in der
Vorkultur expandiert. Im industriellen Mafdstab werden die Zellen dafiir iiber mehrere
Passagen kultiviert und in aufsteigend grofiere Kultivierungssysteme tiberfiihrt um eine
ausreichende Gesamtzellzahl fiir die Inokulation des Produktionsbioreaktors zu
generieren®%63, Zusatzlich wird dem Medium in den ersten Passagen meist MTX
zugegeben, welches in geringen Konzentrationen als Selektionsmarker der
transfizierten Gene wirkt und hochexprimierende Zellen isoliert®4>. Fiir die Etablierung
von Prozessen und die Untersuchungen im Laborumfeld wird die Vorkultur meist in

Schiittelkolben durchgefiihrt, da hier nur ein geringes Inokulationsvolumen nétig ist.

Flir den Produktionsprozess werden iiberwiegend Riihrkesselreaktoren verwendet, da
diese eine gleichmafdige Durchmischung sowie zuverldssige Regelung von Temperatur
und Begasung ermdoglichen. Durch die Begasung mit Sauerstoff (0z) und
Kohlenstoffdioxid (CO2) konnen Parameter wie die Geldstsauerstoffkonzentration und
der pH-Wert des Mediums geregelt werden®>6266, Wahrend industrielle
Produktionsprozesse traditionell in grof3en Edelstahlreaktoren mit Arbeitsvolumen von
mehreren tausend Litern durchgefiihrt werden, finden in der Prozessentwicklung und -
Optimierung im Laborumfeld meist Schiittelkolben und kleinere single-use Bioreaktoren
Anwendung®’. Diese vereinfachen die Prozessvorbereitung und fithren somit zu Zeit-
und Kosteneinsparungen. Aufderdem erlauben sie die Durchfiihrung mehrerer
zeitgleicher Kultivierungen und ermdglichen somit komplexere Untersuchungen der
Prozessparametereinfliisse. So konnen im Ambr®15 Mikrobioreaktorsystem
beispielsweise 24 Kultivierungsvessel mit einem Arbeitsvolumen von nur 13 mL parallel
betrieben und separat kontrolliert werden. Dabei werden die
Gelostsauerstoffkonzentration und der pH-Wert photometrisch iiber Sensorspots am
Boden der Reaktorgefie gemessen. Uber eine Software werden sowohl die Temperatur
als auch die Begasung geregelt, sowie die Probennahme und Zugabe der Feed-Losungen

automatisiert®869,
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Zur Intensivierung des Produktionsprozesses und der Optimierung des mAb Titers
werden die Bioreaktoren heutzutage meist im Zufiitterungssatzbetrieb (engl. Fed Batch)
betrieben>>7071, Der schematische Verlauf eines Fed-Batch Prozesses im Bezug auf die
viable Zelldichte (VCD, engl viable cell density) und Viabilitit der Zellen, sowie die
Konzentration an Substrat und Produkt ist in Abbildung 3.3 schematisch dargestellt.

A
Batch Fed-Batch

Phase Phase

Viabilitat
7/

c:Produ kt
N

@ ®
Abbildung 3.3 Schematischer Verlauf der Viabilitit (rot), Substratkonzentration (gelb), VCD (braun) und

Produktkonzentration (blau) in einem Fed-Batch Prozess. Wachstumsphasen sind unterteilt in lag-Phase

(1), exponentielles Wachstum (2), stationdre Phase (3) und Absterbephase (4)

Im Bezug auf das Zellwachstum lasst sich ein Fed-Batch Prozess in vier Hauptphasen
einteilen. Zu Beginn des Produktionsprozesses akklimatisieren sich die Zellen an die
Umgebungsbedingungen und zeigen dabei nur geringes Wachstum (Abbildung 3.3, 1).
Im Anschluss an diese kurze lag-Phase beginnt das exponentielle Zellwachstum
(Abbildung 3.3, 2). Im Verlauf des Prozesses werden Substrate verbraucht, wahrend
inhibitorische Stoffe im Medium akkumulieren. Aufgrund dieser Effekte stellt sich
zundchst ein Gleichgewicht zwischen Wachstum und Zellsterben ein, die stationare
Phase (Abbildung 3.3, 3), bevor die Limitierungen iiberwiegen und der Prozess in der

Absterbephase beendet wird (Abbildung 3.3, 4).
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Das Produkt wird abhédngig von der eingesetzten Zelllinie wachstumsgekoppelt oder
nicht-wachstumsgekoppelt gebildet. Beim Einsatz von CHO Zellen lasst sich dabei meist

eine maximale Produktbildung zum Beginn der stationdren Phase feststellen*955.

Hinsichtlich der Prozessfiihrung beginnt die Kultivierung mit einer Phase des
Batchbetriebs von mehreren Tagen, woraufhin die Fiitterung mit Feed-Losungen
beginnt. Diese enthalten wichtige Kohlenstoffquellen wie Glukose, sowie essentielle
Aminosduren fiir das Wachstum der Zellen und die Produktion des mAbs. Zusatzlich
konnen basische Feed-Losungen gleichzeitig fiir die Erhohung des pH-Wertes der
Kultivierung eingesetzt werden’2. Durch die Zugabe der Feed-Losungen wird einer
Substratlimitierung entgegengewirkt, sodass die exponentielle Wachstumsphase der
Zellen verldangert werden kann. Damit werden die maximale Zellzahl und der
resultierende Antikorpertiter gesteigert, wahrend Totzeiten des Reaktors durch die

verlangerte Betriebsdauer verringert werden’3.74,

Wahrend des Produktionsprozesses werden mehrere Kenngréfden aufgezeichnet und
berechnet, welche Aufschluss tiber die Gute des Prozesses und das Wohlbefinden der
Zellen geben. Dazu gehoren neben physikalischen Parametern wie dem pH-Wert, der
Gelostsauerstoffkonzentration und der Kultivierungstemperatur unter anderem auch
die Wachstumsrate und die Viabilitat der Zellen, sowie der Produkttiter. Die mAbs
werden von den CHO-Zellen sekretiert und kénnen daher wahrend der Kultivierung
direkt im Uberstand gemessen werden’5-77. Je mehr dieser Kenngroflen kontinuierlich
im laufenden Prozess liberwacht werden konnen, desto besser kann die Prozessfiihrung
zugunsten optimaler Bedingungen fiir das Zellwachstum und die Antikérperproduktion
geregelt werden. Fir diese Art der dynamischen Prozessanpassung muss jedoch
zusatzlich ein weitreichendes Verstandnis Uber die Zusammenhédnge der Parameter und

der Prozessqualitiat vorhanden sein.

Im Anschluss an den Produktionsprozess folgt der letzte Upstream-Schritt. Wahrend der
Zellernte erfolgt die Abtrennung der Zellen und kleinerer Zelltrimmer von dem
Kulturiiberstand. Daflir wird haufig die Zentrifugation verwendet, da diese eine einfache
und kosteneffiziente Methode zur Zellabtrennung darstellt’8. Die Zentrifugation basiert
auf der Sedimentation der Zellen durch Fliehkrafte und anschlief}ende Entnahme des

mAb-haltigen Uberstandes. Dabei beeinflussen Faktoren wie die Dauer und die

11
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Zentrifugalbeschleunigung die Effizienz der Abtrennung. Eine weitere Methode stellt
die Filtration dar, wobei die Zellsuspension meist auf eine Cellulose-Filtermembran
gegeben wird. Als Filterhilfsmittel wird dabei haufig Kieselgur verwendet, was durch
eine Oberflachenvergroflerung die Kapazitdt und Trennleistung des Filters verbessert.
Der erhaltene Kulturiiberstand wird im Downstream-Prozess verarbeitet, um die

monoklonalen Antikérper weiter aufzureinigen?989,

3.2.2 Downstream-Prozess

Uber die letzten Jahrzehnte wurde der Upstream-Prozess hinsichtlich der Produktivitit
und damit maximaler Antikorpertiter optimiert. In heutzutage etablierten industriellen
Fed-batch Prozessen konnen Titer von tiber 10 g/L erreicht werden. Zusatzlich wurden
auch das Volumen und die Zahl der parallel betriebenen Produktionsreaktoren deutlich
erh6ht81.82, Haufig wird jedoch der somit erreichte Kapazititsanstieg des Upstream-

Prozesses durch die traditionellen Downstream-Methoden ausgebremst®183,

Aufgrund des somit entstehenden Engpasses wird der zellfreie Kulturiiberstand meist in
Lagertanks aufgefangen und von dort schrittweise weiterverarbeitet. Als erster
Aufreinigungsschritt folgt der sogenannte AntikOrper-capture mittels Protein A-
Chromatographie. Dafiir werden chromatographische Saulen mit immobilisiertem
Protein A verwendet, welches die hoch konservierte Fc-Region des Antikérpers bindet84.
Dieser Schritt stellt die Aufkonzentrierung dar, indem der gebundene Antikérper durch
einen Elutionspuffer mit niedrigem pH-Wert wieder gelost wird. Die Betriebsweise
dieser Chromatographie wird daher auch als bind and elute bezeichnet und kann bereits
Produktreinheiten von tiiber 95% erreichen. Somit stellt die Protein A-
Chromatographie, trotz des kostenintensiven Saulenmaterials und technischer
Einschrankungen im Bezug auf Durchflussraten und die Abmessungen der verwendeten
Sdulen, als meist genutzter Capture-Schritt einen wichtigen Teil des Downstream-

Prozesses dar$s.

Nach Vorgaben der FDA muss die Aufreinigung neben den chromatographischen
Methoden zwei Schritte der Virusreduktion umfassen, um den sicheren Einsatz im
klinischen Umfeld zu gewahrleisten. Nach der Protein A-Chromatographie folgt daher

eine Virusinaktivierung bei einem pH-Wert < 3,8. Die Inkubation in saurem Milieu zeigte

12
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erfolgreiche Inaktivierung von Retroviren fiir eine Vielzahl von biotechnologischen
Prozessen. Dabei werden schwache Sduren wie 0,5 molare Phosphorsiaure zur
Einstellung des pH-Wertes eingesetzt. Starke Sdauren wie Salzsdure werden hingegen
vermieden um Denaturierung und Aggregation der Antikorper in der lokalen Region der
Zugabe zu verhindern®286, Anschliefiend folgt ein Pufferwechsel mittels Ultra-
/Diafiltration zur Vorbereitung auf die nachgeschalteten Polishing-Schritte. Diese
umfassen haufig eine Kationenaustausch-Chromatographie (CEX, engl. cation exchange
chromatography), welche verbliebene Wirtszellproteine sowie ausgewaschenes
Protein A abtrennt. In der Anionenaustausch-Chromatographie (AEX, engl anion
exchange chromatography) hingegen werden negativ geladene Verunreinigungen wie
DNA-Molekiile entfernt. Nach den Chromatographie-Schritten und einer weiteren
Virusfiltration werden die aufgereinigten Antikdrper mittels Ultra-/Diafiltration in den

Formulierungspuffer iiberfiihrt und fiir die jeweilige Verwendung abgefiillt61:8285,

3.3 Qualititskontrolle

Die Qualitat des Herstellungsprozesses und des produzierten Antikorpers ist ein
wichtiger Faktor fiir die Verwendung im Kklinischen Umfeld. Dabei kann zwischen
prozessbezogener und produktbezogener Qualitidt unterschieden werden87.88. Wahrend
des Upstream-Prozesses geben die Viabilitat, die Wachstumsrate und die Zelldichte
Aufschluss tiber das Wohlbefinden und die Leistungsfahigkeit der Zellen®. Im Anschluss
an die Zellabtrennung werden weitere prozessbezogene Zielgréfien untersucht. Dazu
gehoren sowohl der Produkttiter als auch das Verhaltnis von produzierten Antikérpern
zu Verunreinigungen wie HCPs und DNA?%0-92, Diese Verunreinigungen haben einen
starken Einfluss auf die folgenden Downstream-Schritte und miissen minimiert werden,
um den gesamten Prozess produktiv und kosteneffizient zu halten®!. Wahrend der
Prozessentwicklung ist besonders die Korrelation der Zielgréf3en, also die Verbindung
von Zelldichte und Viabilitait zu den beschriebenen Verunreinigungen fir die
Prozessfilhrung- und Kontrolle von grofer Wichtigkeit. Dabei ist diese
Wechselbeziehung tiber die einzelnen Schritte des Upstream-Prozesses hinaus zu

betrachten89.90,
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Im Anschluss wird die produktbezogene Qualitdt untersucht um die Vertraglichkeit und
Funktionalitit des produzierten Antikorpers sicherzustellen. Dazu werden unter
anderem Attribute wie die Ladungsvarianten und das Glykosylierungsmuster der
Antikorper gezahlt1993-95, Die Untersuchung der Ladungsvarianten wird in der Industrie
als Standardanalyse zum Vergleich der Antikorperheterogenitit zwischen
verschiedenen Produktionschargen verwendet. Die Oberflachenladung kann durch eine
Vielzahl von Modifikationen wie zum Beispiel Oxidation, Deamidierung oder
Lysinabspaltung am C-terminalen Ende beeinflusst werden. Zur Analyse der
Landungsvarianten werden meist Kationenaustausch-Chromatographie oder kapillare
isoelektrische Fokussierung (CIEF, engl. capillary isoelectric focussing) angewendet?6-%8,
Die Glykosylierungsmuster der produzierten Antikdrper sind eine wichtige Zielgrofie im
Hinblick auf die Stabilitdt, Pharmakodynamik und negative Immunreaktionen, weshalb
die Verteilung und Heterogenitdt der Glykoformen ebenfalls in festgelegten Grenzen
liegen muss222499,  Meist werden fliissigchromatographische Verfahren mit
nachgeschalteter Massenspektrometrie (LC-MS, engl Liquid Chromatography - Mass

Spectrometry) eingesetzt um die Verteilung der Glykoformen nachzuweisen?3.100,

3.3.1 Bioaktivititsassay

Zur Verwendung monoklonaler Antikorper im medizinischen Bereich muss neben der
geringen Heterogenitit auch die biologische Aktivitat nach der Produktion und der
Aufreinigung erhalten bleiben!0l. Die Bioaktivitit beschreibt die Wirksamkeit des
Antikorpers, ein spezifisches Antigen zu binden und stellt damit ein weiteres
produktbezogenes Qualitatsattribut dar, welches mittels Bioaktivitatsassays
nachgewiesen werden kann!%2, Im Gegensatz zu den Analysen der Ladungsvarianten
und Glykosylierungen muss der Assay spezifisch auf die Funktion des jeweiligen

Antikorpers angepasst werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wird ein mAb produziert und analysiert, welcher als Antigen
den Tumornekrosefaktor TNF-a bindet. Bei bestimmten Entziindungskrankheiten wirkt
TNF-a als Initiator des programmierten Zelltodes, der Apoptose, indem er den
Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR-1) bindet und die molekulare Apoptosekaskade

auslost46,103,104—.
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Damit kann auch bei Zelllinien, die sensitiv auf TNF-a reagieren, gezielt Apoptose
induziert werden. Der darauf basierende Bioaktivitiatsassay ist in Abbildung 3.4

methodisch dargestellt.

CellTiterBlue® (CTB) Viabilitats-Assay

Viable Zelle

TNF-a
(Antigen)

und/oder  —» Reduktase Enzym

(Antikérper) vy

i —
Resazurin Resorufin ~ % =
(Flureszenzemission bei 590nm)
Adharente Maus -

Fibroblasten (L929-Zellen) ; R 3
. . . )

Actinomycin D N4 Y4

(Mitoseinhibitor) TNF-a jr TNF-a +Wr

\ \ \

Apoptose Kein Effekt Inhibierung der
(tote Zellen) (viable Zellen) Apoptose

(viable Zellen)

Abbildung 3.4 Schematische Durchfithrung des Bioaktivititsassays mit Positivkontrolle (1),
Negativkontrolle (2) und bindungsbasiertem Assay (3), (verdndert nach0s)

Als analytisches System werden adhdarente Mausfibroblasten (L929-Zellen) in 96-well
Platten kultiviert und mit Actinomycin D behandelt. Durch die Zugabe des
Mitoseinhibitors Actinomycin D wird die Zellteilung blockiert, sodass die Zellzahl
konstant gehalten werden kann. Anschliefdend werden dem Medium parallel TNF-a und
der neutralisierende Antikorper hinzugefiigt. Als Positivkontrolle wird reines TNF-a
verwendet, wadhrend die Zugabe des reinen Antikérpers die Negativkontrolle
darstellt195106, Nach der Behandlung wird die Viabilitit der L929-Zellen mittels
CellTiterBlue® Assay analysiert. Dieser basiert darauf, dass viable Zellen Resazurin zu
Resorufin reduzieren, welches liber die Fluoreszenzemission bei 590 nm quantitativ

nachgewiesen wird1?’.
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In der Positivkontrolle zeigen die Zellen durch die apoptoseinduzierende Wirkung von
TNF-a eine verringerte Viabilitat (Abbildung 3.4, 1). Bei der Zugabe des Antikorpers in
der Negativkontrolle tritt kein Effekt ein und die Zellen verbleiben viabel (Abbildung 3.3,
2). Bei der parallelen Zugabe bindet der Antikorper den freien TNF-a, wodurch das
Auslosen der Signalkaskade zur Apoptose in den L929-Zellen unterbunden wird
(Abbildung 3.4, 3). Dabei bindet die Fab-Region des bioaktiven Antikdrpers spezifisch an
TNF-a und verhindert damit die Aktivierung von TNFR-146. Somit lasst sich die Viabilitat
der Zellen mit der Bioaktivitat des eingesetzten Antikorpers korrelieren und durch den

Vergleich mit unbehandelten Referenzkulturen quantifizieren0e.

3.4 Quality by Design

Anhand der beschriebenen Qualitatsattribute lassen sich der Prozess und das Produkt
evaluieren. Der traditionelle Ansatz zur Qualitiatskontrolle in der chemischen und
biopharmazeutischen Industrie ist jedoch sehr unflexibel und bietet nur limitierte
Moglichkeiten zur qualititsbezogenen Prozessregulierung. Die Produktqualitit wird
dabei erst am Ende der Prozesskette kontrolliert und es besteht meist kein
strukturierter Zusammenhang zwischen Prozess, Produkt und klinischer Anwendung.
Heutzutage ergibt sich aus den vielseitigen Einsatzmoéglichkeiten von monoklonalen
Antikorpern jedoch die Notwendigkeit fiir schnellere Produkt- und Prozessentwicklung,
sowie flexibel kontrollierbare Produktionsketten. Dabei liegt der Fokus auf der
iberwachten und geregelten Prozessfihrung zur Sicherstellung der hohen
Qualitatsstandards und schneller regulatorischer Zulassung. Dafiir ist allerdings ein
weitreichendes Prozessverstandnis im Bezug auf die Interaktion von Einflussfaktoren

auf die prozess-/produktbezogener Qualitdtsattribute notwendig? 198,
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Um diese Anforderungen umzusetzen, wurde das QbD Prinzip als risikobasierter Ansatz
fir pharmazeutische Entwicklung und Herstellung entwickelt. Dieser wurde 2004 im
Rahmen der Current Good Manufacturing Practice for the 215t century Initiative
eingeflihrt1%9. Darauf basierend veroffentlichte die FDA ein Leitprotokoll fiir Qualitat in
der pharmazeutischen Industrie, welches aus dem Protokoll PAT - A framework for
Innovative Pharmaceutical Manufacturing and Quality Assuarance, sowie den Richtlinien
der International Conference of Harmonisation (ICH) Q8 Pharmaceutical Development,

Q9 Quality Risk Management und Q10 Pharmaceutical Quality Systems aufgebaut ist110-

113,

Die Zielsetzung von QbD ist dabei die systematische Verbesserung von Prozessen
hinsichtlich der Produktqualitdt, Kosteneffizienz und schnelleren Entwicklung unter
Einhaltung der gegebenen Vorschriften. Die Qualitit wird wahrend der
Prozessentwicklung integriert, anstatt sie im Anschluss an den Prozess zu
analysieren108114 Dieser Ansatz setzt somit voraus, dass aus einem optimierten und
geregelten Prozess ein Produkt mit hoher Qualitdt resultiert. Damit konnen Hersteller
den regulatorischen Aufwand fiir postkommerzielle Prozessdanderungen reduzieren, was
eine hohere Flexibilitdt in der biopharmazeutischen Produktion und Qualitatskontrolle

ermoglicht10°,

Bei einem graduellen QbD Ansatz wird der Herstellungsprozess in einzelne
Prozessschritte mit intermedidaren Qualititsmerkmalen unterteilt. Daraufhin konnen die
erhaltenen Ergebnisse und das Prozessverstdndnis zusammengefiigt werden, um den
Prozess holistisch zu beschreiben®?. Dementsprechend miissen zunichst die Kritischen
Prozessparameter, intermedidre Qualitatsattribute des Prozesses, sowie die Kkritischen
Qualitatsattribute des produzierten Antikorpers definiert werden. Durch die
strukturelle Verkniipfung der CPPs mit den CQAs kann somit ein Design Space fiir den
untersuchten Prozess etabliert werden15116, Der Arbeitsablauf zur Implementierung
des QbD Ansatzes in einen biopharmazeutischen Herstellungsprozess sowie die

graphische Interpretation des Design Space sind in Abbildung 3.5 zusammengefasst.
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Abbildung 3.5 Theoretischer Ablauf der Quality by Design Strategie (A, verdndert nach 3), Visuelle

Darstellung des Design Space mit dazugehorigen Bereichen (B, verdndert nach¢7.117)

Der QbD Ansatz beginnt mit der Festlegung des gewilinschten Qualitatsprofils des
jeweiligen Prozessschrittes und des Produktes (QTPP, engl. quality target product profil)
sowie der Identifizierung der variablen Prozessparameterl’. Als graphisches Hilfsmittel
wird dafiir haufig das sogenannte Ishikawa-Diagramm verwendet. Dieses visualisiert
und Kkategorisiert Prozessparameter und ermdéglicht die Identifikation von

Problemursachen?s,

Daraus werden mithilfe einer Risikoanalyse sowohl die CQAs als auch die CPPs
bestimmt!19, Als Methode zur Riskioanalyse der Prozessparameter kommt meist die
Failure Mode and Effect Analysis (FMEA) zum Einsatz. Dabei werden die potentiellen
Risiken jedes Prozessparameters in drei Bereiche unterteilt: Die Wahrscheinlichkeit (P,
engl. probability), der Schweregrad (S, engl. severity) und die Detektierbarkeit (D, engl.
detectability). Diese werden jeweils auf einer Skala von 1 - 5 bewertet. Dabei beschreibt
,P“ die Wahrscheinlichkeit, dass ein moglicher Fehler auftritt, ,S“ bewertet die
potentielle Auswirkung eines solchen Fehlers auf den Gesamtprozess und das Produkt,

und ,D“ beschreibt die Moglichkeit diesen Fehler zu detektieren und zu beheben.
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Im Anschluss an die Bewertung der einzelnen Bereiche werden die Werte multipliziert
und ergeben die Risikoprioritatsnummer (RPN, engl risk priority number)!?0. Dabei
werden Parameter mit hoher RPN als kritischer eingestuft. Damit festgestellte CPPs
werden fiir die weitere Untersuchung als Faktoren und die festgelegten CQAs als

Zielgrof3en der Experimente bezeichnet.

3.4.1 Design of Experiments

Sollten die Risikoanalyse die Anzahl an CPPs nicht weit genug eingrenzen, oder die
bestehende Prozesskenntnis zur vollstandigen Bewertung nicht ausreichen, kénnen
Screening  Experimente verwendet werden, um insignifikante Parameter
auszuschliefden!!’. Die definierten CPPs werden zur weiteren Charakterisierung ihres
Einflusses auf den Prozess und die Produktqualitit in einem DoE untersucht. Im
Gegensatz zu Versuchsstrukturen wie dem sogenannten changing one single variable at
a time (COST) Ansatz, erlaubt DoE die strukturelle Verkniipfung mehrerer Faktoren und
deren Einfluss auf bestimmte Zielgrofien. Dabei werden mehrere Variablen gleichzeitig
verandert, womit der Prozessraum auf das globale Optimum hin untersucht werden
kann'2l, Der schematische Aufbau und die Limitierung des COST Ansatzes sowie der

theoretische Vergleich zu der DoE Strategie sind in Abbildung 3.6 dargestellt.

COST Ansatz
A
[ )
o X,
Y1 [ ] —_—
[ ]
»
X X

Abbildung 3.6 Schematische Darstellung des COST Ansatzes (verdandert nach 121)

19



Theoretische Grundlagen

Der COST Ansatz, bei dem jeweils nur ein Faktor verandert und dessen Einfluss auf die
Zielgrofle untersucht wird, ist meist ineffektiv und gibt nicht notwendigerweise
Aufschluss liber das reale Optimum. Dies fiihrt vor allem bei Interaktionen von Faktoren
zu Fehlinterpretationen, da es scheint als ware ein Optimum erreicht sobald sich das
Ergebnis nicht weiter verbessert'?l. Dieses Problem kann durch den DoE Ansatz gelost
werden, wobei in einer strukturellen Reihe von Experimenten alle relevanten Faktoren
gleichzeitig verandert werden. Dabei formen vollfaktorielle Designs die Basis fiir alle
klassischen experimentellen Designansdtze in Screening-, Optimierungs- und
Robustheitsversuchen. Zunachst werden fiir jeden Faktor eine niedrige Stufe (-1) und
eine hohe Stufe (+1) definiert, welche orthogonal angeordnet werden um den
experimentellen Raum aufzuspannen. Durch den gleichmafiig rechteckigen Aufbau
werden weniger Versuchsldufe pro untersuchten Faktor benétigt und es koénnen
zusatzlich Faktorinteraktionen untersucht werden. Die Interpolation ermdglicht dabei

die Identifizierung einer Richtung fiir das reale Optimum (Abbildung 3.6, rechts)121.122,

Das eingesetzte Design variiert dabei je nach Anzahl der untersuchten Faktoren und der
Komplexitit der zugrundeliegenden Fragestellungl?3. Fiir die Validierung und
Feststellung der Reproduzierbarkeit werden in der Mitte des Versuchsraums
Experimente in Replikaten ausgefiihrt. Uber diese Zentralpunkte lisst sich eine Aussage
liber die allgemeine Varianz der Zielgrofien und die Reproduzierbarkeit des gesamten
Prozesses treffen. Natiirliche Erweiterungen des vollfaktoriellen Designs werden als
Central Composite Designs (CCD) bezeichnet. Dabei wird der Versuchsplan um die
beschriebenen Replikate und zuséatzliche Sternpunkte erweitert, welche gleichmaf3ig um
den Mittelpunkt verteilt sind und sich nur in einem Faktor von den Zentralpunkten
unterscheiden. Der Abstand der Sternpunkte zum Mittelpunkt des faktoriellen Raums
wird dabei als a bezeichnet. Damit wird der Suchraum prazisiert, weshalb CCDs haufig
in der Optimierung von Prozessen Anwendung finden. Es wird generell zwischen drei
Varianten von CCDs unterschieden, welche sich in dem relativen Abstand der
Sternpunkte zu den Eckpunkten des vollfaktoriellen Designs unterscheiden21.124, Die
Varianten sind in Abbildung 3.7 schematisch dargestellt und werden im Folgenden

genauer beschrieben.
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Central Composite Design Varianten

Face centered Circumscribed Inscribed
(CCF) (CCQ) (Can
+1 JII(
1 %

Abbildung 3.7 Varianten des Central Composite Designs, (verandert nach 124)

In Central Composite Face centered (CCF) Designs liegen die Sternpunkte auf den Flachen
des faktoriellen Raums, womit a = +1 ist. Die Faktoren werden weiterhin auf drei Stufen
variiert, der Suchraum wird somit genauer abgebildet. Dadurch kann zusatzlich ein

quadratisches Modell vollstandig bestimmt werden.

Central Composite Circumscribed (CCC) Designs beschreiben die klassische Form der
CCDs. Die Sternpunkte sind dabei um einen bestimmten Abstand von dem Mittelpunkt
entfernt und definieren neue Extreme fiir die niedrigen und hohen Stufen. Damit werden
funf Stufen fir jeden Faktor benétigt. Der Abstand hiangt von dem untersuchten Prozess
und den Eigenschaften der zu analysierenden Faktoren ab. Diese Designs haben eine
zirkuldre oder spharische Symmetrie und erweitern den Suchraum aufderhalb der

faktoriellen Eckpunkte.

Central Composite Inscribed (CCI) Designs werden verwendet, wenn die Limits, welche
fiir die Faktoren definiert wurden, faktische Limits der Prozessparameter darstellen. In
diesem Fall werden die Faktorwerte als Sternpunkte verwendet und ein neues
faktorielles Design innerhalb dieser Grenzen gebildet, sodass ebenfalls fiinf Stufen fiir
jeden Faktor benotigt werden. Das CCI Design beschreibt damit ein verkleinertes CCC

Design bei dem die Faktorwerte durch a dividiert wurden122.124,
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Zur Durchfithrung der Experimente wird die Reihenfolge der generierten Versuchslaufe
zufillig verteilt, um den moglichen Einfluss exogener Faktoren auf den gesamten
Suchraum zu verteilen. Die generierten Daten werden mittels MVDA ausgewertet, wobei
ein mathematisches Regressionsmodel die experimentellen Daten abbildet!!”. Das
Modell wird anhand verschiedener Modellparameter auf statistische Signifikanz,
Zuverldssigkeit ~ zukiinftiger =~ Vorhersagen, potentielle Modellfehler =~ und
Reproduzierbarkeit iiberpriift. Dabei werden Faktoren, welche Null in dem zugehérigen
Konfidenzintervall einschliefden als insignifikant bewertet und stufenweise aus dem
Modell ausgeschlossen. Das erstellte Modell beschreibt die relevanten Faktoreffekte und
-Interaktionen und damit die Einfliisse der einzelnen Faktoren auf die jeweiligen
Zielgroflen121.123125 Ein schematischer Effektplot eines dreidimensionalen CCF Designs

istin Abbildung 3.8 dargestellt.
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Abbildung 3.8 Design of Experiments Versuchsplan mit dreidimensionalem CCF Design und

v

zugehorigem theoretischen Effektplot mit Faktoreffekten/-Interaktionen und quadratischen Effekten

Die Faktoreffekte weisen, abhdngig von ihrem positiven oder negativen Einfluss auf die
untersuchte Zielgrofle, entsprechende Koeffizienten auf. Zusatzlich koénnen
Interaktionseffekte zweier Faktoren (X1*X3) sowie quadratische Effekte (X2*X2) eines
einzelnen Faktors identifiziert werden. Dariiber hinaus wird in dem dargestellten
Beispiel die Interaktion der Faktoren X1 und X2 (X1*X2, rot) aufgrund unzureichender

Signifikanz von der Modellberechnung ausgeschlossen.
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Zur Interpolation und Visualisierung der Effekte mehrerer Faktoren auf eine Zielgrofie
konnen zusatzlich Konturdiagramme erstellt werden'?!. Anhand der somit gewonnenen
Informationen kénnen optimale Prozessbedingungen definiert und ganzheitlich der
Design Space fir den untersuchten Prozessschritt etabliert werden. Die Monte-Carlo-
Simulation bietet eine einfache Moglichkeit zur Untersuchung der Einflisse zufalliger
Variationen der Eingangsfaktoren. Dabei wird zundchst ein mathematisches
Prozessmodell erstellt in dem die Faktorgréflen durch Zufallszahlen aus geeigneten
Verteilungsfunktionen ersetzt werden. Dadurch werden die Zielgrof3en in Verteilungen
umgeformt deren Eigenschaften durch das Modell und die Verteilung der zufélligen
Variablen bestimmt wird. Durch die Kombination dieser Modellverteilung und der
gesetzten Grenzen der betrachteten Qualitatsattribute ldsst sich der Design Space
berechnen. Dieser reprasentiert dabei eine multidimensionale Verbindung und
Interaktion von Prozessparametern, welche die Einhaltung der definierten
Qualitatsattribute sicherstellen3117, Innerhalb des Design Space liegt der fiir die
Betriebsflihrung und Prozesskontrolle angewendete Betriebsbereich mit optimalen
Sollwerten der einzelnen CPPs116, Das flexible Arbeiten innerhalb des definierten Design
Space wird im industriellen Umfeld nicht als Prozessverdnderung angesehen und
benotigt daher keine erneute Zulassung. Dies ermdoglicht die Einsparung von Zeit und

Kosten sowie der Aufrechterhaltung eines stetigen Arbeitsflusses?2¢.
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Die Integration des Quality by Design Prinzips erfolgte graduell in den verschiedenen
Upstream-Schritten der Herstellung eines monoklonalen Antikérpers. Die Ergebnisse

wurden separat in peer-reviewed Fachzeitschriften veroffentlicht.

Flr die strukturierte Untersuchung des gesamten Upstream-Prozesses wurde dieser in
drei Teilschritte unterteilt: Die Vorkultur, den Produktionsprozess und die
Zellabtrennung. Diese Prozessschritte wurden der Reihenfolge nach analysiert, wobei
Erkenntnisse der vorherigen Experimente in die Risikoanalyse und Versuchsplanung
der folgenden Studien einbezogen wurden. Mittels DoE wurden die kritischen
Parameter untersucht und deren Effekt auf die spezifischen Zielgrofden fiir den
jeweiligen Prozessschritt analysiert. Dabei erlaubte die Einteilung in einzelne
Prozessschritte eine tiefergehende Analyse und genauere Definition der jeweiligen
Design Spaces. Die Verknilipfung der Ergebnisse und der Bezug auf die Qualitatsattribute
der vorherigen und nachfolgenden Prozessschritte ermdéglichte dariiber hinaus eine

holistische Prozesscharakterisierung.

In den folgenden Abschnitten wird in Kapitel 4.1 die Implementierung von QbD in die
Vorkultur dargestellt, in Kapitel 4.2 die Analyse des Produktionsprozesses beschrieben

und letztlich in Kapitel 4.3 die Untersuchung der Zellabtrennung erlautert.
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4.1 Implementierung von QbD Strategien in die Vorkultur eines
mAb-Herstellungsprozesses

Design of Experiments
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Abbildung 4.1 Graphical abstract zu dem Manuskript ,Implementation of QbD strategies in the inoculum

expansion of a mAb production process”

Das QbD Konzept wird seit einigen Jahren vielseitig in der Herstellung von
monoklonalen Antikérpern verwendet. Es ermoglicht die strukturierte Etablierung,
Analyse und Optimierung der Prozess- und Produktqualitat. Dabei sind Untersuchungen
der frithen Prozessschritte bisher sehr limitiert eingeschlossen. Die Vorkultur wird
haufig nicht so iliberwacht und geregelt wie der Produktionsprozess in grofieren
Bioreaktoren, weshalb Kkritische Einfliisse der Vorkulturparameter auf den weiteren
Prozess nicht vollstdndig verstanden sind und oft unterschatzt werden. Die Richtlinien
der FDA sehen die Anwendung von QbD jedoch fiir die gesamte Produktionskette eines

biopharmazeutischen Produktes vor111114,

Daher beschreibt der folgende Artikel die Verbindung von Prozessparametern der
Vorkultur mit der Qualitit des Produktionsprozesses. Zunichst wurden die
Prozessparameter in einem Ishikawa-Diagramm zusammengetragen und mittels FMEA
bewertet. Dabei wurden die viable Zelldichte zu Beginn der einzelnen Passagen, die
Passagendauer und die MTX Konzentration zu Beginn der Vorkultur als CPPs
identifiziert. Zur Untersuchung der Parametereffekte wurde ein DoE entwickelt und die

Vorkultur in 125 mL Schiittelkolben durchgefiihrt.
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Dabei wurde die viable Zelldichte zwischen 0.1 - 0.3 x 10°¢ Zellen/mL, die Passagendauer
zwischen 2 - 5 Tagen und die MTX Konzentration zwischen 0 - 30 nM variiert. Das
resultierende teilfaktorielle CCC Design umfasste 15 Versuche mit drei
Mittelpunktreplikaten. Die Qualitat der Vorkultur wurde anhand der Wachstumsrate
und Endviabilitit der letzten Passage bewertet. Diese Inokulationsparameter
beeinflussen den nachfolgenden Produktionsprozess, in dem =zusatzlich die
Wachstumsrate, die Endviabilitit sowie der mAb Gesamttiter und die spezifische
Produktivitat als Zielgréfden betrachtet wurden. Zunachst wurden die erstellten Modelle
validiert und anschliefend die Faktoreffekte und Interaktionen ausgewertet. Dabei
wurden zur Interpretation der Ergebnisse verschiedene Plots erstellt und schliefdlich ein

Design Space flir den untersuchten Prozessschritt definiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Passagendauer den Schliisselparameter der
Vorkultur darstellt und sie in Interaktion mit der viablen Zelldichte der Passagen einen
kritischen Einfluss auf die Qualitit des untersuchten Prozesses zeigt. Eine reduzierte
MTX Konzentration und verringerte Passagendauer verbesserte aufierdem die Viabilitat
und Wachstumsrate der Vorkultur und des Produktionsprozesses. Zusatzlich wurde eine
antiproportionale Wirkung auf die spezifische Produktivitat festgestellt. Dies bedeutet,
dass die Zellen unter suboptimalen Wachstumsbedingungen mehr Antikérper
produzieren. Dieser Effekt konnte jedoch die erhohten Wachstumsraten und Zelldichten
der anderen Versuchslaufe nicht kompensieren. Der definierte Design Space zeigte den
akzeptablen Arbeitsbereich der untersuchten Parameter mit optimalen Sollwerten im
mittleren Bereich der viablen Zelldichte und am unteren Minimum der Passagendauer.
Basierend auf den Ergebnissen wurde die Vorkultur als kritischer Prozessschritt der
mAb Herstellung eingestuft und sollte daher in der Etablierung neuer Prozesse
analysiert und anschlief3end durch geeignete PAT Mafinahmen tiberwacht und gesteuert

werden.

Im folgenden Artikel ,Implementation of QbD strategies in the inoculum expansion of a

mAb production process” werden die Ergebnisse detailliert beschrieben und diskutiert.

26



Received: 19 August 2020

Revised: 12 November 2020

Accepted: 12 November 2020

DOI: 10.1002/elsc.202000056

RESEARCH ARTICLE

Engineering

in Life Sciences

Implementation of QbD strategies in the inoculum
expansion of a mAb production process

Ole Jacob Bohl' | Jana Schellenberg' | Janina Bahnemann' | Bernd Hitzmann’ |
Thomas Scheper' | Dorte Solle’

! Leibniz Universitit Hannover, Institut
fiir Technische Chemie, Hannover,
Germany

2 Universitiit Hohenheim, Fachgebiet fiir
Prozessanalytik und
Getreidewissenschaft, Stuttgart, Germany

Correspondence

Dr. Dérte Solle, Leibniz Universitit Han-
nover, Institut fiir Technische Chemie,
Callinstr. 5,30167 Hannover, Germany.
Email: solle@iftc.uni-hannover.de

This article is dedicated to Prof. Thomas
Bley on the occasion of his 70th birthday.

Funding information
Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung, Grant/Award Numbers:
031B04751, 031B0744

Abbreviations: CHO, Chinese hamster ovary cells; FMA, feed medium
A; FMB, feed medium B; FMEA, failure mode and effect analysis; mAb,
monoclonal Antibody; MLR, multiple linear regression; MTX,
methotrexate; MVDA, multivariate data analysis; PM, production
medium; QbD, quality by design; RPN, risk priority number; SM, stock

medium; VCD, viable cell density

Abstract

The quality by design approach was introduced to the biopharmaceutical indus-
try over 15 years ago. This principle is widely implemented in the characterization
of monoclonal antibody production processes. Anyway, the early process phase,
namely the inoculum expansion, was not yet investigated and characterized for
most processes. In order to increase the understanding of early process parame-
ter interactions and their influence on the later production process, a risk assess-
ment followed by a design of experiments approach was conducted. The DoE
included the critical parameters methotrexate (MTX) concentration, initial pas-
sage viable cell density and passage duration. Multivariate data analysis led to
mathematical regression models and the establishment of a designated design
space for the studied parameters. It was found that the passage duration as well
as the initial viable cell density for each passage during the inoculum expansion
have severe effects on the growth rate and viability of the early process phase.
Furthermore, the variations during the inoculum expansion directly influenced
the production process responses. This carry-over of factor effects highlights the
crucial impact of early process failures and the importance of process analysis
and control during the first part of mAb production processes.

KEYWORDS
CHO, inoculum expansion, mAb, PAT, QbD

1 | INTRODUCTION

The Quality by Design (QbD) principle is a risk-based
approach to pharmaceutical development and manufac-
turing [1]. It emerged in 2004 with the Current Good Man-
ufacturing Practice for the 2I* century initiative [2]. Based
on this, the United States Food and Drug Administra-
tion (FDA) launched a guidance protocol for the biophar-
maceutical industry. This guidance consists of the report
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PRACTICAL APPLICATION

The inoculum expansion was assessed as a criti-
cal part of the mAb production process by exam-
ination of critical process parameters in a design
of experiments approach. Our research resulted
in the definition of a designated design space
and new feedback strategies for a robust process
control. This highlights the importance of early
process understanding and investigation, while
marking the first step towards a full process char-
acterization regarding quality by design principles.
Implementing the conducted concept in the pro-
cess development was thereby shown to be crucial
for the studied process as well as similar cell cul-
ture processes.

PAT - A framework for Innovative Pharmaceutical Manu-
facturing and Quality Assurance [3] and the International
Conference of Harmonisation (ICH) guidelines Q8 Phar-
maceutical Development, Q9 Quality Risk Management and
QI0 Pharmaceutical Quality Systems [4-6].

Before introducing this guidance the pharmaceutical
industry used a traditional approach for process devel-
opment and regulation: A rigid manufacturing process
with batch to batch quality controls and no methodical
connection between process, product and clinical applica-
tion. The QbD paradigm, imposed by the ICH guidelines,
was defined as “a systematic approach to development
that begins in predefined objectives and emphasises prod-
uct and process understanding and process control based
on sound science and quality risk management” [4]. The
objective of this approach is to “build quality into the prod-
uct” rather than “testing quality into the product” [7, 8].
Thereby manufacturers can reduce the post-commercial
filings for process changes, leading to greater flexibility in
biopharmaceutical production and quality control. A gen-
eral roadmap for successful implementation of the QbD
philosophy is shown in Figure 1.

The streamlined operation starts with the product and
process definition, identification of process parameters
and a general risk assessment, often using the Failure
Mode and Effect Analysis (FMEA) [9, 10]. Subsequent pro-
cess characterizations are typically performed in quali-
fied scaled-down models, using a Design of Experiments
approach to set up conclusive experiments [11, 12]. An anal-
ysis of the compiled results leads to the definition of a des-
ignated Design Space [13]. The FDA defines Design Space
as “the multidimensional combination and interaction of

in Life Sciences

input variables that have demonstrated to provide assur-
ance of quality” [4].

Thereby, design space can be described as the acceptable
range of process parameters, which is located in a broad
characterisation range and inherits the operating range
with optimal set points. Working within the defined design
space is therefore not considered to be a process change
and hence needs no further validation, resulting in cost
savings and the maintenance of a steady workflow.

This work will focus on the QbD implementation of
a monoclonal Antibody (mAb) production process using
a Chinese Hamster Ovary (CHO) cell cultivation process
|14, 15]. Concrete QbD case studies, like the CMC Biotech
Working Group for mAb production processes and the fol-
lowing downstream part are published [16]. Yet, reports on
the QbD implementation on early process steps, namely
the inoculum expansion, are still limited. It consists of
multiple cell passages, which involve the transfer of a
defined cell number into fresh culture medium. By pas-
saging with specific intervals the inoculums is expanded,
while maintaining the cells in a healthy and actively grow-
ing state [17]. Thereby the predefined cell concentration
for inoculation of the production process is achieved. This
early phase of said processes is still not as frequently mon-
itored and regulated as the production part in larger biore-
actors and often falsely treated as a “black box” with no
crucial impact on the following process. The critical impact
of early phase parameters was not yet investigated thor-
oughly and is therefore not fully understood. As envisioned
by the ICH guidelines, the QbD philosophy should be
applied throughout the entire lifecycle of a biopharmaceu-
tical product [4, 18]. This work will therefore create a link-
age between process parameters of the inoculum expan-
sion and process performance of the production process.
A schematic overview of the process is shown in Figure 2.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Cellline and material

For this study a DG44 CHO suspension cell line produc-
ing an IgG1 monoclonal Antibody (mAb) was used (Sarto-
rius Stedim Cellca GmbH). Cells were cultivated in shake
flasks (Corning, USA) in a Heracell 240 CO, Incubator
(Thermo Scientific, USA) using a MaxQ CO, Plus shaker
platform (Thermo Scientific, USA). The cultivation was
performed in proprietary and chemically defined cell cul-
ture media, all part of the Sartorius Stedim Cellca medium
platform. The inoculum expansion was performed using
stock medium (SM), whereas the production process used
production medium (PM). Additionally, two feeds were
used during the production process. Macro nutrients (e.g.
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FIGURE 2 Schematic representation of the process workflow of monoclonal antibody cell cultivation in larger scale

glucose) were added using feed medium A (FMA), while
micro nutrients (e.g. amino acids) were supplemented
using feed medium B (FMB) (Sartorius Stedim Cellca
GmbH, Germany).

For the first passage of inoculum expansion a cryo vial,
containing 1 mL CHO suspension (30 x 10° cells/mL),
was thawed and transferred to a 15 mL Falcon tube (Sarst-
edt, Germany) with 10 mL stock medium. The suspension
was centrifuged at 190 x g for 3 min using a Microstarl7
centrifuge (VWR International, USA). After removal of
the supernatant, the pellet was resuspended in 10 mL
pre-warmed (36.8°C) stock medium and transferred to
a 500 mL shake flask with 140 mL pre-warmed stock
medium. The inoculum expansion was conducted over

16 days at 36.8°C and 7.5% CO, with a shaking rate of
120 rpm. Cells were passaged by centrifugation of the
needed amount of cell suspension, removal of the super-
natant and resuspension in fresh stock medium to the ini-
tial passage viable cell density (VCD). During the first three
passages, the required amount of methotrexate (MTX) was
added to the stock medium. From the second passage,
125 mL shake flasks with a working volume of 25 mL were
used for the experiments.

The production process was performed in 125 mL shake
flasks with 25 mL pre-warmed production medium. All
production cultivations were inoculated to an initial viable
cell density of 0.3 x 10° cells/mL and run over 8 days with
daily feeds (1% feed medium A, 0.1% feed medium B) from
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day 3. Due to the cultivation in shake flasks the pH and
the dissolved oxygen were not controlled, yet the process
was previously analyzed and shown to be reproducible and
comparable to bioreactor cultivations of different scales.
To improve the comparability all experiments were simul-
taneously conducted in the same incubator with identical
process conditions.

2.2 | Analytics

Samples were taken daily during the inoculum expan-
sion as well as during the production process. Viable cell
densities and viabilities were measured using a Cedex
HiRes (Roche Innovatis, Swiss) with a 1:2 dilution in 10 %
phosphate-buffered saline (PBS). Growth rates of the pro-
duction process were calculated by linear regression of the
natural logarithm of viable cell densities against culture
duration. The inoculum growth rate relates to the respec-
tive last passage of every inoculum expansion (N-1-step),
in order to ensure optimal comparability of the examined
factor effects. Viabilities were calculated as average over
the culture duration for the inoculum expansion as well as
the production process. The mAb titer was analyzed dur-
ing the production process by using the Cedex Bio (Roche,
Swiss). Therefore, cell separation was performed by cen-
trifugation for 5 min at 190 x g. Specific antibody titers were
calculated by dividing the final antibody titer by the inte-
gral viable cell concentration over the entire production
process duration.

2.3 | Failure mode and effect analysis
(FMEA)

The risk assessment was performed using the FMEA
approach [9]. The FMEA divides the potential risk into
three main factors. The Probability (P) evaluates the like-
lihood of a possible failure mode. Failure impact on the
system and the product are assessed by the Severity (S). In
addition, the Detection (D) assesses the possibility to detect
and correct a failure mode. These factors were rated on a
scale between 1 and 5 individually for each process param-
eter. Multiplication of these ratings resulted in the Risk Pri-
ority Number (RPN) for each respective parameter.

2.4 | Design of experiments (DoE)

The design and analysis was performed using the DoE soft-
ware MODDE 12 (Umetrics, Sartorius Stedim Data Ana-
lystics, Germany). The three parameters with the high-
est RPN during the risk assessment were used as factors
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(F, = MTX concentration, F, = passage duration, F, = ini-
tial passage viable cell density) for a central composite
design with three centre-point runs. The resulting design is
illustrated in the supplements. Hereinafter, the factor set-
tings are described as O for centre-point level and -1/1 for
the low and high levels of the full factorial cube, respec-
tively. The additional levels for the star of the central com-
posite design are described as -2 and 2.

The initial viable cell density of each passage was var-
ied equally between 0.1 and 0.3 x 10 cells/mL with a
step size of 0.05 x 10° cells/mL, while the MTX con-
centration was varied between 0 and 30 nM with a step
size of 7.5 nM. The passage duration was varied with-
out any additional level between 2, 3/4 and 5 days with
a constant total inoculum expansion time of 16 days. A
passage duration lower than -1 level was not possible,
because shorter passages than 2 days did not result in
the minimum viable cell number needed for sufficient
inoculum expansion. Also the total duration of all exper-
iments was preserved at 16 days. According to the pro-
cess development, this is the time needed to expand the
inoculum to the minimum viable cell number for inocu-
lation of larger production bioreactors. Therefore, a plane
star was applied in this design, which resulted in a total of
15 runs.

All 15 runs were cultivated simultaneously in the
same incubator. To improve the comparability of the
runs, one vial thaw and centre-point passage one was
used to inoculate the following 15 experiments under
described levels. The factor changes were implemented
on every seed step from the second passage onwards.
Also, all runs respective last passage was run over 3 days,
to compare the final growth rate and enable production
process inoculation on the same day. Passage duration
centre-point runs were passaged every 3-4 days, resulting
in a total of five inoculum expansion steps. The -1 level
runs were passaged every 2 days, the 1 level runs every
5 days, resulting in a total of 7 and 4 passages respectively
(see Figure 4). An overview of the experimental set up and
the explained numerical coding of the parameter levels
are depicted in the supplements. Six different responses
were analysed: Inoculum viability, inoculums growth rate,
production viability, production growth rate, total mAb
titer and specific mAb titer. The responses were predicted
by using the following model:

Ri = py + p1Fy + p2Fa + p3Fs + pyF; + psF3 + peF3

+ p7F1Fy + pgF1F3 + poFsFy

Here, R; is one of the six responses, p is the intercept,
p; are the coefficients of the factors F;, F, and F;. Fac-
tors whose coefficient has the value zero in its confidential
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split to 0.2 % 10° cells/mL for each passage

interval are regarded to have no significant influence on
the response and are therefore removed from the model.

2.5 | Multivariate data analysis (MVDA)

Multiple linear regression (MLR) was used to fit the math-
ematical model. Various model statistics were investigated

in order to evaluate the conducted model. The R-squared
(R?) term is the fraction of the variation of the response
explained by the model. The adjusted R-squared (RZadj)
term is adjusted for the degrees of freedom of the model.

2
Zin= L=

R*=1- — >
Zj=1(yi_}_})
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n—1
n—p

R, =1-(1-FR)

Here, y;, J;, and y are the measured data, the predic-
tion of calibration data and the mean of the measured data,
respectively; n is the number of measurement points and
p the number of parameters. Statistical accuracy of future
predictions of the model is estimated by the Q-squared (Q?)
term. If the y data are not used for calibration, then the Q3§
is calculated as follows.

Y -9

Q= 1-
Z?: 1 (yi - J-})Z

The model p-value represents the significance of the fit-

ted model. It tests the null hypothesis, that the coefficient

is equal to zero, for each term. Here, the p-value belongs

to an f-test, which compares an intercept-only model (just

a constant y = const) with the model under consideration

(R;). The tested null hypothesis is that a fit of the intercept-

only model and the model R; are equal. The reproducibility

rcompares the replicate variability to the overall variability
of the experimental data.

r = 1—MSp,/MSy,

Here, MS,, is the mean square of the pure error and
MS,,, the total mean square of y. A reproducibility value
of 1 signifies perfect reproducibility.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

In order to investigate possible influences of the inocu-
lum expansion on the production process, critical pro-
cess parameters must be identified and assessed based
on a design of experiment to establish a design space for
this early process step. During this evaluation the effects
of the inoculum expansion on the production process
must be considered as target values for a high quality
process.

3.1 | Risk assessment
All possible process parameters were listed in an Ishikawa
diagram (Figure 3), which depicts potential root causes
for specific failure events during the studied process. The
parameters were categorized in different parts of the inocu-
lum expansion, namely the vial thaw, the medium and the
process.

Historical data as well as profound process understand-
ing were used to rank process parameters according to
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their potential risks for the process robustness and produc-
tivity. Hence, a Failure Mode and Effect Analysis approach
was used. The probability, severity and detectability of each
parameter were rated individually and multiplied, result-
ing in the respective risk priority number.

Some specific parameters, like general media compo-
sition and cell line, were not taken into account during
the risk assessment because they were profoundly anal-
ysed and optimized during process and media develop-
ment. Others like the temperature and incubator CO, con-
centration were ruled out during risk assessment due to
the optimized control of the used incubator. This results
in low failure probability and high detectability of possi-
ble failure modes like loss of CO, pressure. Since the pro-
cess was shown to be replicable in scaled down bioreac-
tors, parameters like the flask scale were also known to be
non-critical for the process [19]. The threshold RPN to con-
sider a parameter to be critical for the system- and product
robustness was determined to be 15, representing a mod-
erate to significant risk of at least two of the FMEA fac-
tors. Critical process parameters identified in this way are
shown in bold in Figure 3 and are represented in Table 1.
The complete FMEA table is summarized in the supple-
ments.

The methotrexate concentration has a significant
influence on the antibody production and severe toxic
effects on the CHO cells (Severity = 5) [20]. A failure
in adjusting the MTX concentration within the stock
medium is furthermore not easily detectable during the
later process steps (Detection = 4), Therefore, the MTX
concentration was considered a critical parameter and
used as factor F; in the DoE, despite the low failure
probability (Probability = 1) due to standard operation
procedure and good laboratory manufacturing practise.

For the passage duration (F,), the balance between too
short passages, leading to an insufficient viable cell density
for the expansion of the seed steps, and too long passages,
leading to consumed nutrients, can be a critical aspect
(Severity = 3). Also this parameter can be of special inter-
est because other failures in the system, e.g. the prepa-
ration of the production bioreactor, can lead to a delay
in the process and longer passage duration. Likewise, the
tight schedule in production and a failure in seed culture
could lead to shortened time available for the new inocu-
lum expansion (Probability = 3). In reality, the layout of the
inoculum expansion can also be dependent on other fac-
tors like working hours and days in the industry. Therefore,
the understanding of the impact of the passage duration in
combination with the other critical process parameters is
needed to define a robust design space for the inoculum
expansion.

Failures in the initial passage viable cell density (ini-
tial passage VCD) would be detected quickly; however, a
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TABLE 1 Failure mode and effect analysis (FMEA) results for the examined parameters
Probability Severity Detection RPN
MTX concentration 1 5 4 20
Passage duration 3 3 % 18
Initial passage VCD 2 2 4 16

Probability, severity and detection were individually rated between 1 and 5. In words, 1 represents no potential risk, 3 moderate/controllable risk and 5 significant

risk

readjustment is virtually impossible without time consum-
ing preparation of new shake flasks and medium (Detec-
tion = 4). The readjustment of the passage viable cell den-
sity is also logistically impossible in a scaled-up approach
with seed bioreactors due to the preparation of the needed
reactor. The probability of a failure was considered to be
low yet possible, due to rare inaccuracies during the pas-
sages (Probability = 2). It was also considered to show a
direct non-severe impact on the nutrient consumption and
thereby the growth rate and viability (Severity = 2). There-
fore, the initial passage VCD is used as factor F;.

3.2 | DoE concept and implementation
The ICH Guidelines determined the implementation of
a Design of Experiments approach to investigate the sin-
gle and combined influence of critical process parame-
ters. Accordingly, the MTX concentration (F,), the passage
duration (F,) and the initial passage viable cell density (F5)
were combined in a central composite DoE.

The initial passage VCD as well as the MTX concentra-
tion were varied on a five level scale (-2,-1,0,1,2), while
the passage duration could only be varied on three levels
(-1,0,1). As explained in the Material and Methods, a pas-
sage duration lower than 2 days (-1 level) did not result
in the minimum viable cell number needed for sufficient
inoculum expansion. Longer passages than 5 days (1 level)
did not fit in the experimental design and total inocu-
lum expansion duration of 16 days. Furthermore, previ-
ous experiments show that inoculum expansion passages
of more than 5 days result in severe negative effects due to
consumed nutrients. The centre-point experiment on level
0 was conducted with four passages of 3 days and one pas-
sage of 4 days to fulfil the total duration of 16 days. The
respective last passage of every experiment was cultivated
3 days before inoculation of the production processes. Fig-
ure 4 visualizes the passage duration principle by plotting
the viable cell densities of three different runs (-1, 0, 1).

During the inoculum expansion the growth rates and
cell viabilities of each experiment were monitored as
responses for the early process steps. The growth rate was
calculated for the respective last passage of the inoculum

expansion. These responses provide specific information
on the inoculum expansion culture. The growth rate deter-
mines when the minimum viable cell number for inocula-
tion of the next passage or the production bioreactor will
be reached. An inoculum expansion with a high prolifer-
ation rate also shortened the lag phase of the production
process. Therefore, improvements in the inoculum growth
rate could lead to reduced process time and production
costs. A maximized viability during the inoculum expan-
sion is crucial for the maintenance of the culture and the
successful inoculation of the production bioreactor.

In order to investigate the influence of the determined
inoculum expansion process parameters on the later pro-
cess steps, all inoculum cultures were used to inoculate
scaled-down production processes. These were simultane-
ously cultivated at standard conditions and sampled daily.
The growth rates, average viabilities and the antibody titer
were monitored as responses for the later state of the pro-
cess. To obtain an optimal production process all of these
responses should be maximized. A high growth rate leads
to an early reach of an acceptable VCD for sufficient anti-
body production rates. An optimal viability ensures the
maintenance of the culture during the entire production
process. Moreover, the high viability is important to min-
imize the amount of cell debris, DNA and HCPs that are
released to the medium and have to be removed expen-
sively during the downstream part. To provide a prof-
itable process the final product titer obviously has to be
maximized. Additionally to the antibody titer, the specific
titer was investigated as a response. It elucidates the cell
specific productivity for the studied culture conditions.
Thereby, it is possible to establish a specific production
control between optimized growth and productivity. Typi-
cally, quality attributes in the biopharmaceutical industry
include the quality of the product, such as the bioactivity
or the glycosylation of the antibody. Yet, we concluded that
the quality attributes for the inoculum expansion in our
experimental set up have to be the condition of the final
inoculum. That includes the growth rate, viability and also
the productivity of the following production process. These
were rated as sufficient responses for a meaningful conclu-
sion regarding the inoculum expansion performance and
its direct influence on the production.
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parameters as well as parameters whose confidential interval includes zero were determined to have no significant effect on the respective
response (Pas, passage duration, MTX, TX concentration, VCD, initial passage viable cell density)

3.3 | Multivariate data analysis

Multiple linear regression (MLR) was used to analyse the
factors and evaluate the responses (inoculums viability,
inoculums growth rate, production viability, production
growth rate, total mAb titer and specific mAb titer) by
fitting mathematical models. The regression models were
used to determine effects of the studied factors (process
parameters) and their interactions. Factors, which include
zero in its confidential interval, are insignificant and hence
eliminated from the corresponding model. The resulting
main effects are plotted in Figure 5. Most of the parame-
ters and parameter interactions show negative coefficients
for the prediction of the growth rates and viabilities of the
inoculum expansion and the production process as well as
the total mAb titer. The passage duration shows the most
considerable influence, both as a linear effect (Pas) for all
responses as well as a non-linear effect (Pas*Pas) for the
inoculum responses. Furthermore, it shows strong effects
in the interaction with the initial passage viable cell density
(VCD*Pas). Its negative coefficient on the growth rate and
viability can be explained by the consumption of impor-
tant nutrients as well as the aggregation and stress of cells
at higher cell densities during the inoculum expansion.
The fact that those effects are still detectable in the pro-
duction process, supports the hypothesis that parameter
effects from the early process steps indeed carry over to the
production process. This certainly shows the severe influ-
ence of the inoculum expansion on later process steps. A
slightly lower but still significant negative coefficient on all
responses was observed for the initial passage viable cell
density (VCD), which can also be explained by its strong
connection to the nutrient consumption and cell interac-
tion from the beginning of every passage. The MTX con-

centration (MTX) only showed negative linear effects on
the production process responses, which again underlines
the importance of early process monitoring and control
strategies.

Negative coefficients regarding the total mAbD titer can
be explained by the connection between viable cell den-
sity and total product concentration. Evidently, a higher
cell count during the cultivation leads to an increased titer.
Therefore, the explained negative effects on the growth
rate influence the total mAb titer, which is why the spe-
cific mAD titer was calculated and used as an additional
response. In contrast to the discussed responses, the stud-
ied parameters show consistently positive effects on the
cell specific mAb titer. This could signify that cells, grow-
ing under suboptimal cultivation conditions in regard to
growth and viability, show an increased specific anti-
body production. Again, the passage duration (Pas) and
its interaction with the initial passage viable cell density
(VCD*Pas) show the most significant effects, supporting
the concept of counteraction between optimal growth and
specific productivity. Also, the MTX concentration (MTX)
shows a comparatively high effect on the specific mAb
titer, indicating the importance of balance between selec-
tion pressure and ideal cultivation conditions.

To investigate the meaningfulness of the regression
models, various model statistics were analysed. The full
model statistics table is shown in the supplements. All
models show a good fit to the experimental data with R?
and R? adj Values mostly over 0.9. The @’ term, represent-
ing the predictive power of the model and its ability to gen-
eralize to unseen data, is also sufficient for all responses
with the lowest value for the production viability at 0.62.
Model significance, represented by the p-value, shows a
great meaningfulness for all responses with values close
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to zero. Also the reproducibility of the model is ensured
for all responses with reproducibility values all over 0.7. In
summary, the model statistics elucidate well fitted regres-
sion models for all selected responses. Also, the predictive
power as well as the reproducibility is sufficient for the
analysis of parameter effects. Since the model shall be used
for future predictions and the establishment of a design
space, the predictive power is particularly important. Thus,
the observed response values were plotted against the pre-
dicted response values, to enable further insights on the
model and possible outliers. The resulting observed vs pre-
dicted plots for all responses are shown in Figure 6.

For the evaluated responses the plots show an overall
strong predictive power. Furthermore, this plot allows an
explanation for the comparatively low model statistic val-
ues of the production viability. It can show possible indi-
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Response contour plots showing results for inoculum expansion and production process responses

vidual outliers as well as the biggest overall spread of data
points. These were further investigated by analysis of the
response residuals and the normal probability of distribu-
tion, which implied no significant outliers. In summary,
the models were verified by analysis of the model statis-
tics and the observed vs. predicted plot. Overall well fit-
ted models with strong predictive power and a great repro-
ducibility were determined.

The observed interaction effects of the passage duration
and the initial passage VCD were further investigated by
analysis of the response contour plots shown in Figure 7.
These provide a two-dimensional illustration of the
combined parameters and their impact on the respective
response. All represented growth rates and viabilities as
well as the total mAb titer show similar contour plots.
The estimated optimum for these responses is close to the

35



BOHL ET AL.

Engineering 208

MTX concentration = -1

Passage VCD
=3

-1 0 14 0
Passage Duration

FIGURE 8
colour coded probability of failure

-1 level for the passage duration and slightly higher than
the 0 level for the initial passage VCD. Passage durations
lower than -1 level were practically not possible because
passages shorter than 2 days did not result in the mini-
mum viable cell number needed for sufficient inoculum
expansion. That is why the passage duration levels could
not be shifted further towards the estimated optimum.
A passage duration longer than the 0 level resulted in
worsened response values for all said responses.

Furthermore, the non-linearity as well as the interac-
tion of the parameter effects, which were observed in the
effect plot, is detailed in the contour plots. This can be seen
particularly in the inoculum viability contour plot with an
anticipated optimum at -1 level for the passage duration
and 1 level for the passage VCD. The presence of a pre-
dictable optimum underlines the effect interaction of fac-
tors. Shown similarities between the inoculum expansion
and the production process responses also underline the
hypothesis that the early process steps have a considerable
influence on the production process. These investigations
highlight the importance of a sound monitoring and con-
trol strategy for the shown parameters.

The total mAb titer was shown to be the most robust
response in relation to the passage duration and the initial
passage VCD. Again, the optimum was anticipated below
-1 level for the passage duration. Besides that, the contour
plot shows a substantial robust working area with no con-
siderable loss in antibody titer. That is likely due to the cell
line and process development, which was focused on the
optimization of the produced antibody titer.

In contrast, the specific antibody titer shows an esti-
mated optimum at the upper end of the examined space.
Increasing passage duration as well as increasing initial
passage viable cell density equally improved the specific
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productivity of the cells. Anyway, the increased produc-
tivity could still not compensate the negative effects on
the growth rate and therefore the total cell number and
final product titer. Taking only the studied factor effects
into account, it was shown to be yet more worthwhile to
improve the growth and viability of the cells in order to
increase the total mAb titer.

Therefore, the respective growth rate and viability
responses as well as the total mAb titer response were used
for further investigation. On that basis a design space for
the studied process was calculated. Monte Carlo simula-
tions were used to compile the needed probability statis-
tics. The resulting design space is shown in Figure 8. It
visualizes the region in the experimental design where all
response specifications are fulfilled with given probabili-
ties. These specifications were experimentally accounted
and adjusted with profound process knowledge which was
expanded during this study.

A robust design space, marked in green, was deter-
mined around the -1 level for the passage duration and 0
level for the initial passage viable cell density. Increasing
MTX concentration shows a negative effect on said design
space. The set standard operation for the passage dura-
tion is located at the boundary of the acceptable proba-
bility values. Consequently, it would be beneficial for the
process safety to either decrease the MTX concentration to
broaden the design space or to shorten the passage dura-
tion to shift the process further towards the design space
midpoint. Mathematical optimization of the three param-
eters resulted in the following optimal set points. The pas-
sage duration and the MTX concentration should there-
fore be decreased to 2 days and 7.5 nM, while the initial
passage viable cell density should be slightly increased to
0.225 x 10° cells/mL.
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4 | CONCLUDING REMARKS

The quality by design principle determined by the FDA
was applied to the early process steps of a CHO cell cultiva-
tion. Inoculum expansion process parameters were com-
piled and potential risks were assessed by failure mode
and effect analysis. The impact of selected parameters and
their interactions were investigated using a design of exper-
iments approach in scaled down shake flasks. Multivari-
ate data analysis was used to analyse the experimental
data and calculate regression models fitting to the mea-
sured responses. Analysis of the effect- and response con-
tour plots identified the passage duration as a key process
parameter and its interaction effects with the initial pas-
sage viable cell density as a crucial part of the studied pro-
cess. It also showed that the parameters in the inoculum
expansion have a critical impact on later production pro-
cess performance.

A reduced MTX concentration and passage duration
improved the overall viability and growth rate of the inocu-
lum expansion and the production process. Additionally,
an opposite effect of the studied process parameters on the
specific productivity was observed, which still could not
compensate the discussed negative coefficients in terms of
total mAb production. Further analysis of the responses
resulted in the definition of a design space for the stud-
ied parameters. It showed the acceptable working range
for the process, which could be expanded with decreased
MTX concentration. Furthermore, it was shown to be
robust for a mean initial passage viable cell density, while
the optimum for the passage duration was found at the
experimentally possible minimum. Based on these results,
the early process steps were assessed as a critical part
of the process and should consequently be investigated
and analysed for newly developed processes and subse-
quently monitored and controlled using appropriate PAT
possibilities.

Leading forward, the findings of this study will be con-
nected to parameter effects of the production process to
further increase the understanding of the process. In the
course of those future studies, experiments will be carried
out using the Ambr(R) microbioreactor platforms by Sar-
torius Stedim. In order to achieve further insights, prod-
uct quality attributes, namely the bioactivity, glycosylation
and charge variants of the produced mAb will be taken
into account. Thereby, this study is considered to be the
first step towards a full process characterization regarding
QbD principles, highlighting the importance of early pro-
cess understanding and investigation.
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4.2 Optimierung eines mAb-Produktionsprozesses im Hinblick
auf Robustheit und Produktqualitit mithilfe von Quality by
Design Prinzipien

| * ' Initiale VCD

¥, & 3 W 5510 Zellen/mL

ZielgréBen:

¢ Integrale Zellkonzentration
o 2 * Wachstumsrate
i * Viabilitat
g * Antikorpertiter
* Spezifische Produktivitat
* Antikorper - HCPs Verhaltnis
I ¢ Bioaktivitat

Abbildung 4.2 Graphical abstract zu dem Manuskript ,Optimization of a mAb production process with
regard to robustness and product quality using Quality by Design principles*

Im Anschluss an die Vorkulturuntersuchungen wurde der QbD Ansatz zur Analyse und
Optimierung des Produktionsschrittes eingesetzt. Dabei wurde der Fokus zunachst auf
intermediare Qualitatsattribute, wie Zellwachstum und Viabilitiat, gelegt bevor im
weiteren Verlauf die Produktivitit und Produktqualitit betrachtet wurden. Damit
schliefdt sich diese Studie direkt an die Untersuchung der Vorkultur an und bildet so den

zweiten Teil der Upstream-Prozesscharakterisierung.

Die Prozessparameter wurden erneut mittels Ishikawa-Diagramm gesammelt und
anhand einer FMEA nach dem potentiellen Risiko fiir die Prozess- und Produktqualitat
bewertet. Dabei wurden gewonnene Erkenntnisse des vorherigen Artikels mit in die
Risikoanalyse einbezogen®’. So wurde der Einfluss der initialen Zelldichte der
Kultivierung aufgrund der Ergebnisse der Vorkultur als kritisch bewertet. Auch die
Dauer der Vorkulturpassagen zeigte grofie Effekte in der vorausgehenden Studie,
weshalb die Dauer der N-1 Passage ebenfalls als kritischer Faktor fiir den
Produktionsprozess festgelegt wurde. Dartiber hinaus wurden der pH-Wert und die

Gelostsauerstoffkonzentration des Kulturmediums als CPPs identifiziert.
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In dem entwickelten DoE wurde der pH-Wert zwischen 6.9 - 7.3, die
Gelostsauerstoffkonzentration zwischen 40% - 60% und die N-1 Dauer zwischen 2 - 4
Tagen variiert. Diese Faktoren wurden in einem CCF Design vollfaktoriell mit drei
Mittelpunktreplikaten beschrieben. Zusatzlich wurde die initiale Zelldichte auf fiinf
Stufen zwischen 1 - 5 x 10° Zellen/mL variiert und teilfaktoriell auf den Eckpunkten des
Wiirfels in das experimentelle Design integriert. Zur Optimierung der Durchfiihrbarkeit
und der Vergleichbarkeit der 33 experimentellen Laufe wurden die Kultivierungen als
scale-down Modell in dem Ambr®15 Mikrobioreaktorsystem durchgefiihrt. Dies
ermoglicht eine schnellere Versuchsdurchfiihrung und zusatzlich optimale Kontrolle der

zu untersuchenden Prozessparameter.

Als Zielgrofden wurden die Wachstumsrate und die integrale Zellkonzentration als Maf3
fir das Zellwachstum und den Zellerhalt berechnet. Diese erlauben maogliche
Riickschliisse auf eine verzogerte Prozessdauer und damit verbundene
Produktionskosten. Zur weiteren Analyse des Zellzustandes wurde die Endviabilitat
betrachtet, da eine hohe Viabilitit wahrend des Prozesses geringe Mengen an
Zelltrimmern, DNA und HCPs sicherstellt. Diese Verunreinigungen sind zu minimieren,
da durch erhéhte Konzentrationen der anschliefende Downstream-Prozess aufwendiger
und kostenintensiver gestaltet werden muss. Als intermedidre Qualitatsattribute der
Antikorperproduktion wurden der Gesamttiter, die spezifische Produktivitit, sowie das

Verhaltnis von produziertem mAb zu HCPs untersucht.

Mittels MVDA wurden die Faktoreffekte und -Interaktionen festgestellt und der
entsprechende Design Space fiir den Produktionsprozess definiert. Im Anschluss wurden
zur Validierung der Ergebnisse drei Versuchspunkte mit Standard-, verbesserten und
verschlechterten Bedingungen definiert, welche fiir eine erneute Kultivierung im
Ambr®15 System genutzt wurden. Die produzierten Antikérper aus den
Validierungskultivierungen wurden zusatzlich auf ihre Bioaktivitat untersucht, welche

ein direktes Produktqualitatsattribut darstellt.

Es konnte gezeigt werden, dass die initiale Zelldichte und der pH-Wert des Mediums
Schliisselparameter fiir die Qualitdit des Produktionsprozesses darstellen. Dabei
bestatigten die Effekte der initialen Zelldichte die Erkenntnisse aus den

Vorkulturexperimenten im Hinblick auf den Substratverbrauch und damit die
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Prozesskontrolle. So muss bei Abweichungen der initialen Zelldichte die Feeding-
Strategie auf den verdanderten Substratverbrauch angepasst werden um eine
Substratlimitierung oder Uberfiitterung der Zellen zu verhindern. Der pH-Wert zeigte
einen nicht-linearen Einfluss, mit kritischen Effekten im niedrigen Bereich, sowohl fiir
das Zellwachstum als auch die Produktbildung. Zusatzlich konnte ein deutlicher
Zusammenhang zwischen der Endviabilitit und dem Anteil an HCPs in dem

Zellkulturiiberstand festgestellt werden.

Die Berechnung des Design Space ergab ein Optimum fiir den pH-Wert von 7.2, wahrend
die initiale Zelldichte auf 0.2 x 10¢ Zellen/mL verringert werden sollte. Die
Gelostsauerstoffkonzentration sollte entsprechend dem Standardprotokoll auf 60 %
geregelt werden. Veranderungen der N-1 Dauer zeigten nur geringfligige Einfliisse auf
den Produktionsprozess, weshalb eine Verzogerung der Inokulation von weniger als
zwei Tagen durch optimale Prozesskontrolle ausgeglichen werden kann. Die
Validierungskultivierungen bestdtigten die Ergebnisse der DoE Versuche, wobei die
Untersuchung der Bioaktivitit innerhalb der analysierten Bedingungen keine
signifikanten Unterschiede in der Produktqualitdt aufzeigte. Daraus wurde geschlossen,
dass die Prioritdt in der Prozessfiihrung auf optimalen Zellerhalt und hohe mAb

Produktion gelegt werden sollte.

Im folgenden Artikel ,Optimization of a mAb production process with regard to robustness
and product quality using Quality by Design principles” werden die Ergebnisse detailliert

beschrieben und diskutiert.
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1 | INTRODUCTION

The importance of monoclonal antibodies in the biophar-
maceutical industry is continuously growing, with past
market data indicating an increasing trend for 2022 and
overall mAD sales reaching 130-200 billion US$. [1] Cur-
rent use cases and studies also underline the treatment
possibilities of mAbs for novel diseases such as the Ebola
Virus Disease (EVD) or the Severe Acute Respiratory Syn-
drome CoronaVirus-2 (SARS-CoV-2). [2-4] Rapid product
and process development with a controlled production
chain ensuring highest quality standards are necessary to
enable fast approval and distribution of new therapeutic
antibodies.

Therefore, the FDA launched a guidance protocol intro-
ducing the Quality by Design (QbD) approach, a risk-based
workflow to biopharmaceutical product development and
manufacturing. [5] Said protocol was based on the Current
Good Manufacturing Practice for the 21° century initiative
and consist of a framework for Process Analytical Technol-
ogy (PAT) and multiple guidelines from the International
Conference of Harmonisation (ICH). [6-10]

Until then, the development and manufacturing were
limited by inflexible batch to batch quality controls as well
as an unstructured relation between the process and the
product application. The QbD approach aims to systemati-
cally improve a process toward product quality, regulatory
compliance, cost reduction and fast track development.
[11] In a split up approach individual process steps are
investigated separately with specific intermediate quality
outputs, before the gained results and process knowledge
can be combined in a holistic way for the entire mAb pro-
duction process. Therefore, the key objective of QbD with
said method is to identify the intermediate critical quality
attributes for the process, which can influence the products
critical quality attributes (CQAs) as well as critical process
parameters (CPPs)in order to establish a designated design
space for the studied process. [12, 13]

The targeted roadmap for QbD implementation in the
process development begins with a risk assessment, mostly
using screening experiments and the Failure Mode and
Effect Analysis (FMEA) approach. [14] Parameters consid-
ered as critical for the process stability or product quality
are further investigated in a Design of Experiments (DoE).
This enables a structured connection between process in-
and outputs to identify optimal process conditions for the
predetermined targets, conclusively resulting in the design
space. [15, 16]

A design space represents the multidimensional con-
nection and interaction of process factors that assure a
robust process operation and observance of CQAs. [7]
Thereby, working within the factorial boundaries of the
design space is not considered to be a change or risk for
the conducted process, enabling a more flexible, cost sav-
ing, and steady workflow. The relationship of the design
space with the characterized knowledge space and the con-
trol space with their associated factor ranges is depicted in
Figure 1.

In this work, the main focus will be set on important
intermediate process quality attributes like cell growth and
viability as well as the mADb production efficiency and qual-
ity. In order to ensure sufficient product quality, the mAb
proportion to total protein concentration and the bioactiv-
ity will be examined as indicators for the target product
profile. Thereby, an optimization of the established process
regarding the product yield with sufficient bioactivity can
be achieved within the described QbD guidelines. Com-
bination of these intermediate quality attributes will lead
to the establishment of a designated design space for the
production process.

Based on previous inoculum expansion studies, this
marks the second step toward a complete process char-
acterization. [18] While some case studies for QbD in
mAb productions were conducted, the full process imple-
mentation is important for every novel biopharmaceutical
product as well as a basis to gain general process knowl-
edge and confidence in the presented QbD tools. [19] One
major challenge toward this goal is the long process dura-
tion for Chinese Hamster Ovary (CHO) cell cultivations
and the amount of experiments needed for a sufficient DoE
and the subsequent modeling. In order to overcome this,
while maintaining optimal process control and compara-
bility, the experiments were conducted using the ambr(®15
micro bioreactor system. [20, 21] These small-scale biore-
actors are commonly used a scale-down model for fed
batch processes and enable the parallel control of up to
24 cultivations. Thereby, a more rapid application of QbD
strategies for the production process is possible.

2 | MATERIAL AND METHODS

The presented QbD principles will be implemented in the
production step of an IgGl monoclonal antibody (mAb)
production process using a DG44 CHO cell line (Sartorius
Stedim Cellca GmbH).
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2.1 | Cellline and material

The inoculum expansion was performed as described by
Boehl et al. [18] For the production process the cells
were cultivated in the Ambr®)15 system (Sartorius, Ger-
many). The cultivation was conducted in proprietary and
chemically defined cell culture media, all part of the Sarto-
rius Stedim Cellca medium platform. Production medium
(PM) and two additional feed media (feed medium A; feed
medium B) for macro nutrients (e.g., glucose) and micro
nutrients (e.g., amino acids) respectively, were used for the
production process. [18, 21]

The cultivation was conducted over 11 days with daily
feeds (1 % feed medium A, 0.1 % feed medium B) from
day 3 and additional glucose feeds to a culture glucose
concentration of 5 g/L from day 5. Feeding volume for
needed concentrations was calculated by the ambr®15
software.

2.2 | Analytics

Samples were taken daily by the Ambr®15 liquid han-
dler during the production process. Viable cell densi-
ties and viabilities were measured using a Cedex HiRes
(Roche Innovatis, Switzerland) with a 1:2 dilution in 10%
phosphate-buffered saline (PBS). Growth rates were cal-
culated by linear regression of the natural logarithm of
viable cell densities against culture duration. The pH and
pO, were measured by the Ambr®15 system. Offset cal-
ibrations for the PH were performed using a FiveEasy
Plus pH meter FP20-Micro (Mettler Toledo, USA) every
two days.

The mAD titer and important substrates (e.g., glucose;
amino acids) were analyzed during the production process
using the Cedex Bio (Roche, Swiitzerland). Therefore, cell
separation was performed by centrifugation for 5 min at
190 x g using a Microstar17 centrifuge (VWR International,
USA). Specific productivities were calculated by dividing
the final antibody titer by the integral viable cell concentra-
tion over the entire production process duration. The total
protein concentration of the supernatant was analyzed
by high-performance liquid chromatography (HPLC) as
described by Meyer et al. and used for calculation of the
mADb peak proportions. [22]

Antibody bioactivity was determined by an adherent
mouse fibroblast (L929) cell based assay using the tumor
necrosis factor alpha (TNF-«) under the presence of acti-
nomycin D. [23] Therefore, 1929 cell viability was analyzed
using the cell titer-blue assay (Promega, USA) after 24 h of
antigen/antibody treatment. The produced antibody was
diluted and used in low and high concentrations of 2.5 and
50 ng/mL respectively. The antigen TNF-& was used in a

in Life Sciences

PRACTICAL APPLICATION

The ambr(®)15 micro bioreactor platform was used
to study the production process of a monoclonal
antibody within a complex Design of Experiments
approach. Our controlled investigation of critical
process parameters resulted in the establishment
of a designated design space and process con-
trol strategies for robust process optimization. The
gained process understanding and novel feed-
back strategies are crucial for the optimization of
the studied process as well as for new process
development. Thereby, this study highlights the
importance of Quality by Design and the practical
implementation using micro bioreactors.

fixed concentration, determined to result in around 30%
cell viability.

2.3 | Failure mode and effect analysis
(FMEA)

The risk assessment was conducted using the FMEA
approach as described by Boehl et al., with five levels for
the classification of the probability, severity and detectabil-
ity of each process parameter. [18] Multiplication of these
rated factors resulted in the respective risk priority num-
ber. The Probability (P) evaluates the likelihood of general
parameter failure. Failure impact on the system and the

Knowledge Space

Design Space

Control Space

[
Operating range

N

K Acceptable range j

Characterized range

FIGURE 1 Schematic representation of the design space and
associated ranges. Adjusted from Rathore et al. [17]
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product are assessed by the Severity (S). In addition, the
Detection (D) assesses the possibility of detection and fast
correction a given failure mode.

2.4 | Design of Experiments (DoE)

The design and analysis was performed using the DoE
software MODDE 12 (Umetrics, Sartorius Stedim Data
Analytics, Germany). The four parameters with the high-
est RPN during the risk assessment were used as factors
(F, = pH, F, = initial viable cell density, F; = N-1 duration,
F, = p0,) for a custom central composite face centered
design with three center point runs. The resulting design
is illustrated in Figure 3 (see chapter ‘DoE structure and
implementation’). Hereinafter, the different factor settings
are described as 0 for center point level and -1/1 for the
low and high levels of the full factorial cube respectively.
The additional levels for the 5 level factor (initial VCD) are
described as -2 and 2.

The pH was varied equally between 6.9 and 7.3 by control
of the CO, gas flow and additional bolus feeds of sodium
carbonate (Na,CO;) as base. For the initial viable cell den-
sity 5 levels from 0.1 to 0.5 X 10 [6] cells/mL with an
equidistant step size of 0.1 x 10 [6 cells/mL were exam-
ined. The N-1 duration was varied equally between 2 and
4 days by shifting of the passage times of the N-2 and
N-3 passage to allow simultaneous inoculation of the pro-
duction process. The pO, was controlled over the oxygen
gas flow and varied equally between 40% and 80%. The
applied design resulted in a total of 33 runs. The experi-
ments were conducted in two Ambr15 cultivations with 18
vessels each. Three center point runs were implemented in
both cultivations, resulting in a total of 36 conducted runs.
An overview of the experimental set up and the explained
numerical coding of the parameter levels are depicted in
the supplements.

Six different responses were analyzed: growth rate for
the growth phase during the production process, integral
viable cell concentration, end viability, total mAb titer,
mAb productivity, and the mAb peak proportion. The
responses were predicted by using a multilinear model
with squares and interactions for all factors.

Multiple linear regression (MLR) was used to fit the
mathematical models as described by Boehl et al. [18]
Model statistics such as the R-squared, adjusted R-squared,
Q-squared, model validity, and the reproducibility were
analyzed for the evaluation of the conducted model. Fac-
tors whose coefficient has the value zero in its confidential
interval are regarded to have no significant influence on
the response and are therefore removed from the model.

The design space was calculated using Monte Carlo
simulations to compile the needed probability statistics.

Parameter limits are summarized in the supplements
and were set on the basis of historical data and process
knowledge.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Main objective of this study was the investigation of param-
eter effects and the establishment of a designated design
space for the mAb production process of a CHO cell cul-
tivation. Therefore, process parameters were identified
and assessed by their theoretical risks. Identified critical
process parameters were evaluated based on a design of
experiment approach with a focus on cell growth, mAb
production and the mAb proportion to process related
impurities as intermediate critical quality attributes.

3.1 | Risk assessment

An Ishikawa diagram (Figure 2) was used to list possi-
ble process parameters, categorized in different parts of
the process, namely the medium, feeding, process and the
cell separation. These parameters can influence the pro-
cess and can therefore be potential root causes for specific
failure events. In order to rank the process parameters
according to said risks, a Failure Mode and Effect Analysis
approach was conducted.

Parameters that were highly optimized during the pro-
cess development, like the media composition of the
production medium and the feeding, were not taken into
account because these parameters are fixed for the produc-
tion process and not part of the process control. Previous
scale down experiments showed high process reproducibil-
ity in various reactor systems and scales, which is why the
reactor scale and working volume were also considered
noncritical parameters. Parameters, like the temperature
or feeding amounts/timing, are highly controlled in the
ambr®15 system. This results in a low failure proba-
bility and a quick detection of potential failure modes
like temperature drops. In order to determine CPPs the
RPN threshold was set to be over 20, which represents
moderate to significant risk (3-5) of at least two fac-
tors with the third factor having any considerable risk
(>1) during the FMEA. The results of the FMEA for the
identified CPPs are listed in Table 1 and shown bold in
Figure 2.

The pH value of the production medium was used as fac-
tor F, in the DoE due to its severe effect on the cell growth
as well as the antibody production and stability (Sever-
ity = 5). As a result of the high level of monitoring and
control, the probability of larger pH failures can be con-
sidered fairly small (Probability = 2). Yet, control systems
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FIGURE 2 Ishikawa diagram for the mAb production process. Bold parameters were determined as critical and therefore examined

during this study. Grey parameters were excluded from the risk assessment

TABLE 1 Failure mode and effect analysis (FMAE) results for
the examined parameters. Probability, severity and detection were
individually rated between 1 and 5. 1 represents no potential risk, 3
moderate/controllable risk and 5 significant risk

Process
parameter Probability Severity Detection RPN
pH 2 5 3 30
Initial VCD 2 3 4 24
Dissolved oxygen 3 4 2 24
N-1 duration 2 3 4 24
Process duration 2 5 2 20
Media storage 1 4 3 12
temperature
CO, mass flow 2 3 2 12
Temperature 1 3 2 10
Media storage time 1 4 2 8
Agitation speed 1 4 2 8
Stirrer type 1 3 1 3

like base additions work with a time delay and can add to
additional cell stress (Detection = 3).

Significance of the initial VCD (F,) can be explained
by moderate risk of all three FMEA factors. A moderate
impact on the growth rate was shown in previous precul-
ture experiments (Severity = 3). This effect was correlated
to higher nutrient consumption rates and thus a nutrient
deficiency during first days of the cultivation. The possi-

bility for failures in the iVCD was considered to be low
yet possible, due to potential inaccuracies during the inoc-
ulation and rare variations in the preculture cell density
(Probability = 2). Deviations of the initial VCD can be
detected quickly; however, readjustments can potentially
lead to a critical process delay. In biopharmaceutical pro-
duction scale the readjustment to the VCD set-point can
furthermore be virtually impossible, due to the preparation
and availability of bioreactors (Detection = 4).

In contrast, failures in the dissolved oxygen (F;) can
be detected and corrected quite quickly (Detection = 2).
However, oxygen plays an important role in the cell
metabolism and was therefore considered critical for cell
growth and production (Severity = 4), while historical
data showed a moderate probability of slight failure modes
(Probability = 3).

The passage duration was previously determined as a
critical process parameter during the inoculum expansion
study and showed negative effects on the cell growth and
viability with longer durations. [18] During said study, the
N-1 passage was set to be 3 days for all experiments to
enable simultaneous inoculation of the production process
with constant volumes. In order to study the link between
critical process parameters of the inoculum expansion
and the production process, the N-1 duration was used as
another factor F, for the DoE. Even though the probability
of longer N-1 durations can be consider fairly small (Prob-
ability = 2), a process delay can have a critical impact
on the cell conditions, growth and viability (Severity = 3).
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Schematic representation of the conducted design of experiments for the N-1 duration, pH, dissolved oxygen (p0O,) and the

initial VCD. The corner point stars of the cube represent -1/1 levels of the studied parameters. The three stars in the middle of the cube
represent the replicated center point runs (0 level). The color of the stars represent the 5 levels of the initial VCD (-2/-1/0/1/2 level)

Moreover, the detection must be assessed as critical (Detec-
tion = 4), due to the time delay for the process and inability
to solve certain failure modes, without preparing another
bioreactor.

3.2 | DoE structure and implementation
In order to investigate the influence and interaction of the
determined critical process parameters, based on the ICH
Guidelines, a Design of Experiments was set up. Since four
parameters, namely the pH (F,); initial VCD (F,); Dis-
solved oxygen (F3) and N-1 duration (F,), exceeded the
critical RPN threshold, a custom extended central compos-
ite design was constructed. Therefore, the factors F;, F; and
F, were combined in a face centered design and each var-
ied on a three level scale (-1, 0, 1). The initial VCD (F,) was
varied on a five level scale (-2, -1, 0, 1, 2) in order to expand
the experimental range and integrated in the design as a
fractional factorial factor. The resulting design, depicted in
Figure 3, shows a regular geometry and high coverage for
all four critical process parameters.

The design added up to 33 experimental runs. In order
to extract in-depth information about the varied process
parameters a selection of critical responses for the studied
process was determined. During the production process
the growth rates and integral viable cell concentration of
each run were monitored as responses for cell growth and

maintenance. The proliferation rate is a critical attribute
correlated to the cell condition and can provide early
information about possible delays in the culture duration.
Furthermore, general improvements in cell growth could
lead to reduced process time and production costs. The
same argumentation applies for a high integral viable cell
concentration, since it indicates optimal cell growth and
maintenance conditions.

Additionally, the end viabilities were determined to fur-
ther investigate the cellular conditions. High cell viabilities
throughout the process also insures minimal amounts of
cell debris, nucleic acids and host cell proteins, which have
to be removed expensively during the downstream process.
In order to investigate quality attributes for the mAb pro-
duction, the total mAb titers were determined at the end
of the cultivations, which has to be maximized for a prof-
itable process. The specific productivity was determined
to elucidate the cell specific productivity for all studied
conditions, since earlier experiments showed a contrary
trend between optimal growth and high specific productiv-
ity. Furthermore, the mAb peak proportion was analyzed
as a quality attribute for all runs. The proportion of pro-
duced antibody to host cell proteins and other impurities
directly impacts the following downstream and possible
yields.

The summary of all experimental runs with associated
responses is depicted in the supplements. By combination
of said responses, the optimal process conditions for max-
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FIGURE 4 Factor effect plots for the studied responses. Factor squares and interactions are combined with a star. Only significant

factors and interactions are considered and displayed in descending order for each response

imized growth and cell maintenance as well as optimal
mADb production could be determined.

3.3 | Multivariate data analysis

In order to evaluate the experimental data, a statistical
model was calculated using MLR. Interpretation of the
model led to specific conclusion for factor effects and inter-
actions for the studied parameters. In this process, factors
and factor combinations that include zero in their con-
fidential intervals were considered as not significant and
hence removed from the respective model. Figure 4 shows
the plotted main effects for the examined responses.

Overall, the factors with the highest impact on most of
the selected responses were the culture pH set point and
the initial VCD, both as linear effects (pH; iVCD), non-
linear effects (pH*pH; iVCD*iVCD) as well as interaction
(iVCD*pH).

The initial VCD showed considerable influence on the
growth rate, viability, and the specific productivity with
negative coefficients, meaning a lower iVCD resulted in
improved responses. Its quadratic effect with positive coef-
ficients for most responses besides the peak proportion
showed the nonlinearity of the correlation. Those effects
can be explained by faster nutrient consumption and
limitation with higher initial VCDs.

The pH showed reversed coefficients for most responses,
resulting in a nonlinear correlation. With higher pH values
increasing growth rates, integral viable cell concentrations,
mAb titers, and purities were observed. Furthermore,
small but significant interaction of iVCD and pH with neg-

ative coefficients could be found. This shows that a lower
VCD in combination with a higher pH set point results in
improved quality attributes.

In contrast to the other responses, the viability is
mainly influenced by dissolved oxygen and the initial VCD.
While the dissolved oxygen has significant effects only as
quadratic factor with negative coefficients, the initial VCD
showed a correlation comparable to the other responses.
Those influences on the end viability highlight the impor-
tance of the initial VCD, since it impacted the response
throughout the whole process.

Accuracy of the regression models was verified by ana-
lyzing the corresponding model statistics. The R-squared
(R?) term is the fraction of the variation of the response
explained by the model, while the adjusted R-squared
(Rzadj) term is adjusted for the degrees of freedom of the
model. Values over 0.5 for these terms show high model
significance. Statistical model accuracy of future predic-
tions is estimated by the Q-squared (Q%) term. Values for
Q? should exceed 0.1 for a significant model and 0.5 for
good model. The model validity checks for diverse model
problems. A value less than 0.25 indicates statistically sig-
nificant model problems, such as presence of outliers,
incorrect model terms or transformation problems. The
reproducibility compares the variation of the center point
replicates to the overall variability, with a value over 0.5
insuring high model reproducibility. Table 2 summarizes
the model statistics for the analyzed parameters.

Analysis of the shown model statistics confirmed the
significance, validity, and high reproducibility of all used
regression models. The viability model showed the low-
est values for R?, R? adjusted, Q” and the reproducibility,
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TABLE 2

Summarized model statistics for the studied responses. R? representing the model significance, Q representing the predictive

power of the model, model validity representing possible model problems and the reproducibility representing the center point variation

compared to the overall variability

R? R? adj.
Growth rate 0.88 0.86
IvCcC 0.96 0.95
Viability 0.81 0.79
Total mAb Titer 0.96 0.95
Specific productivity 0.87 0.84
Peak proportion 0.94 0.93

IVCC [x10°cells*d*ml "]

0
initial VCD

Total mAb Titer [g/1]

0
initial VCD

FIGURE 5

which are yet high enough for solid model interpretation.
The overall variability in the measured viabilities com-
pared to the center point runs was rather low, explaining
the reproducibility value of 0.65 and influencing the over-
all model significance. Yet, the high model validity value
for the viability of 0.97 insured that no model problems
or outliers were present. All other models showed overall
high values of over 0.8 for R? and R? adjusted, validat-
ing the models significance. Furthermore, the predictive
power for future experiments was confirmed by the high
Q? values of mostly over 0.8. Same applies for the model
validity and reproducibility with values over 0.6 and 0.75,
respectively.

After validation of the computed regression models, the
findings were extended by investigation of the resulting
response counter plots, depicted in Figure 5. A response
contour plot provides a two-dimensional interpretation of
the predictors and their respective response values. Using
the contour plots it was possible to further investigate fac-
tor effects and interactions as well as determine desirable
operating conditions.

Growth Rate [1/d]

initial VCD

Specific Productivity [mg/1*(10°cells*d/ml)']

initial VCD

Q? Model validity Reproducibility
0.83 0.92 0.82
0.93 0.63 0.97
0.73 0.97 0.65
0.93 0.88 0.95
0.79 0.95 0.76
0.90 0.67 0.96
Viability (%)

PO, 0

initial VCD

Peak Proportion mAb [%]

initial VCD

Response contour plots representing the interaction effects of different factors on the studied process responses

The IVCC as well as the total mAb titer contour plot con-
firms the observed pH effect, with an optimum between
0 and 1 conditions. As expected, a higher initial viable
cell density led to an increased IVCC with an optimum
around 1 condition. However, this effect was counteracted
by the improved growth rate for low initial VCDs. The con-
tour plot for the growth rate and the specific productivity
responses shows an optimum for a minimal initial VCD
and an increased pH set point. Furthermore, it depicts the
nonlinear effect of the pH and the lower robustness against
variations in the initial VCD.

For the viability response the initial VCD and the dis-
solved oxygen were used for the response contour plot.
Again, lower initial VCD were shown to be beneficial
for high culture viabilities throughout the entire process,
while the dissolved oxygen showed an optimum around
0 condition, especially for higher initial VCDs. The peak
proportion contour plot shows similar effects for the pH
as described for the other responses. Yet, the initial VCD
effect shows similarities to the viability plot, implying cor-
relations between those responses. This can be explained
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Determined design spaces for the mAb production process with color coded probability of failure for the assessed response

specifications. Parameter conditions for the verification runs are marked as A (optimum), B (standard), and C (impaired)

by host cell proteins and other impurities that are released
to the cultivation broth during cell death.

In order to combine the analyzed responses and
visualize the experimental design region in which all
response specifications are fulfilled with given probabili-
ties, a design space was calculated. Specifications for each
response were accounted during the process development
and adjusted with the risk assessment as well as the pro-
cess knowledge acquired during this study. The resulting
design space for the factors initial VCD, pH, and dissolved
oxygen is shown in Figure 6. The green area marks a robust
design space with a low probability for possible process
failures.

The design space was determined around -1 level for
the initial VCD and between 0 and 1 level for the pH set
point. Increase as well as decrease in the dissolved oxygen
decreased the design space in its size, shifting it toward a
lower initial VCD. Therefore, a process with insufficient
pO; control should be inoculated with a lower viable cell
density, while the pH effect was shown to be more robust
above the center point. Using the design space new opti-
mal set points for the pH with 7.2 and the initial VCD with
0.2 % 106 cells/mL could be specified. Thereby, robust cell
growth and viability as well as optimal mAb production
with minimal impurities can be targeted for the studied
process.

The established optimum A (pO, = 60%; pH = 7.2;
iVCD = 0.2 x 10 [6]), the standard run B (pO, = 60%;
pH = 7.1;iVCD = 0.3 X 106) as well as a run with impaired
conditions C (pO, = 80%; pH = 6.9;iVCD = 0.4 x 10
[6]) were repeated in three-fold determination, which
confirmed the findings for all assessed responses. Corre-
sponding growth curves are depicted in Figure 7, while
the measured responses are summarized in the supple-

ments. While the standard run showed a slightly higher
mAb titer and IVCC, its productivity was lower compared
to the optimized run. The impaired conditions caused
lower cell growth and viabilities, ultimately resulting in
a poor mAD titer with larger proportions of host cell pro-
teins. These verifications of the conducted DoE underline
the importance of the established process control space.
The correlation of end viability and the peak proportion
of the product is especially important for the following
downstream process.

Likewise, the bioactivity of the produced antibody is an
important critical quality attribute. In order to investigate
this, the mAb samples produced in the verification runs
(A, B and C) were used for a cell based bioactivity assay.
This assay is based on the antibody property to bind and
inactivate the cytotoxic antigen TNF-a. By that, the viabil-
ity of the used L929 cells represents the bioactivity of the
antibodies for given concentrations. Results of the assay
are shown in Figure 7, in which the dashed TNF-a line
represents cell viability without added antibody.

The applied concentrations were chosen from a pre-
viously conducted calibration curve with standard mAb.
As expected, the low concentration only showed a small
increase in cell viability compared to the pure TNF-a
experiment. The high concentration prevented the apop-
totic effect and thereby the decrease in cell viability by
binding the applied antigen. Only insignificant differ-
ences between the separate runs were observed, with the
optimized run showing the highest bioactivity.

These results indicate that the investigated cultivation
conditions during the production process have no signif-
icant impact on the bioactivity of the produced antibody.
By that, the focus must be set on the intermediate quality
attributes like high mAb production with special attention
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concentrations (2.5 ng/mL and 50 ng/mL). Cell viability without added antibody is marked by the dashed TNF-« line. (B) Growth curves of

the standard (blue), optimized (green), and impaired (red) runs

to the cell maintenance, in order to ensure low amounts
of impurities. This target can be reached by precise pro-
cess analytics and control based on the established design
space.

4 | CONCLUDING REMARKS
The fundamental concepts of QbD were tested and imple-
mented in the established mAb production process of
a CHO cell cultivation. Thereby, this work builds upon
previous findings in the inoculum expansion and marks
the second step toward a holistic process characteriza-
tion. Process parameters were compiled and sorted in an
Ishikawa-diagram. Using the FMAE tool, the general risk
potential for each parameter was assessed and ranked
based upon their probability, severity and detectability. In
order to investigate the effect and interaction of the inter-
mediate critical process parameters a complex design of
experiments approach was conducted. The experiments
were performed using the ambr®15 micro bioreactor plat-
form, aiming for optimal process parameter control and
high comparability of the acquired cultivation data. Mul-
tivariate data analysis was used to fit a mathematical
model and calculate parameter effects and interactions
for each respective response. Culture pH and iVCD were
determined as nonlinear key process parameters with
interaction effects. The observed effects of the initial VCD
confirmed the findings for the initial passage VCD during
the inoculum expansion studies and its importance on the
nutrient consumption and thereby the process control.
All responses and parameter effects were used to estab-
lish a design space in which sufficient cell growth as well

as antibody production is ensured. In conclusion, the pH
should be controlled around 7.2, while the initial VCD
should be lowered to 0.2 X 10 [6] cells/mL. The dissolved
oxygen should be controlled around the 60% set point.
Changes in the N-1 duration showed only small effects on
the process, meaning that a delay in inoculation for less
than 2 days can be balanced out with optimal control of
the other process parameters. Furthermore, no significant
differences in the product quality, namely the bioactivity,
were observed for changing cultivation conditions, mean-
ing the priority in quality control for the studied process
should be set on high cell maintenance as well as optimal
mADb production.

This case study for the implementation of QbD strate-
gies in the mAb production illustrates the suitability of
the ambr®15 micro bioreactor system for complex DoE
approaches with sufficient process control and high repro-
ducibility. Furthermore, this study highlights the impor-
tance of the established Design Space for robust process
optimization during the process development. In order to
apply the general QbD principles on the entire process,
further studies will be focused on the cell removal and
the downstream part. Therefore, the correlation of viabil-
ity and product proportion to total protein as well as other
quality attributes will be investigated using different cell
removal methods.
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4.3 Anwendung von QbD Strategien zur Untersuchung des
Einflusses der Zellviabilitit wund -Dichte auf die
Zellabtrennung eines monoklonalen Antikorpers
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Abbildung 4.3 Graphical abstract zu dem Manuskript ,Employing QbD strategies to assess the impact of

cell viability and density on the primary recovery of monoclonal antibodies”

Zur ganzheitlichen Implementierung des QbD Prinzips in den Upstream-Prozess der
mADb Herstellung wurde schliefilich die Zellabtrennung untersucht. Diese beschreibt den
finalen Schritt des Upstream-Prozesses und den Ubergang in den darauffolgenden
Downstream-Prozess. Trotz des vielseitigen Einsatzes von QbD Methoden in der
biopharmazeutischen Industrie, ist der graduelle Ansatz der umfassenden
Prozesscharakterisierung nur selten angewendet. Diese Vorgehensweise in der QbD
Implementierung erlaubt die strukturierte Verbindung von intermediaren
Qualitatsattributen mit folgenden Prozessschritten, wodurch eine holistische Analyse

der Prozessrisiken und der Robustheit ermoglicht wird.

Anhand der Ergebnisse der Produktionsprozessuntersuchungen wurden die kritischen
Parameter sowie die Zielgrofen fiir die Zellabtrennung definiert®. Es wurde festgestellt,
dass in dem untersuchten Kenntnisraum Antikérper mit gleichbleibender Bioaktivitat
produziert wurden. Daher wurden die Quantitit sowie die Reinheit des Produktes als

wichtigste Qualitatskriterien fiir den folgenden Downstream-Prozess festgelegt.
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Als CPPs wurden die Viabilitit und die Zelldichte definiert, da diese wahrend des
Produktionsprozesses wichtige Informationen iliber den Zellerhalt und mdogliche
Verzogerungen in der Prozessdauer geben. Eine verringerte Viabilitat der Zellen wies
dariiber hinaus starke Zusammenhdnge mit erhohten Mengen an prozessbedingten
Verunreinigungen im Zellkulturiiberstand auf. Auflerdem ist bekannt, dass hohe
Zelldichten sich auf die Effektivitit und Effizienz der Zellabtrennung auswirken
konnen’8. Diese Faktoren wurden in einem vollfaktoriellen DoE zusammengefasst,
welcher durch den qualitativen Faktor der Zellabtrennungsmethode erweitert wurde.
Damit wurden Filtration und Zentrifugation als primadrer Abtrennungsschritt in
Verbindung mit der Viabilitdt und der Zelldichte verglichen. Zur gezielten Einstellung
der Viabilitit wurde eine Behandlungsmethode mit dem zelltoxischen
Topoisomeraseinhibitor Camptothecin (CPT) entwickelt. Mittels MVDA wurden die
Ergebnisse der Experimente ausgewertet und ein Design Space fiir die primare

Zellabtrennung definiert.

Es wurde gezeigt, dass die Viabilitdt zum Ende des Prozesses durch die Zugabe von CPT
gezielt auf genaue Werte zwischen 60 % - 90 % variiert werden konnte. Der erwartete
Einfluss der Viabilitdt auf die Menge an Oligonukleotiden und HCPs wurde bestatigt,
womit sie einen Schliisselfaktor fiir den anschliefenden Downstream-Prozess darstellt.
Die Untersuchung der Bioaktivitat hingegen ergab keine signifikanten Verdanderungen,
weshalb diese als Qualitatsattribut bei der Berechnung des Design Space nicht weiter
bertiicksichtigt wurde. Diese Ergebnisse zeigten damit jedoch erneut, dass die
Veranderungen der untersuchten Parameter im Upstream-Prozess keinen Einfluss auf
die Funktionalitit des mAb haben. Auch die Zellabtrennungsmethode zeigte keinen
kritischen Einfluss auf die analysierten Zielgrof3en. Zusammengefasst sollte die Viabilitat
zum Ende des Prozesses nicht unter 85 % sinken und die Zelldichte zur Abtrennung auf
bei 15x10°¢Zellen/mL eingestellt werden. Damit unterstreicht diese Studie die
Wichtigkeit der Zellerhaltung iiber die gesamte Prozessdauer und die Notwendigkeit der
Prozesskontrolle fiir eine hohe Reinheit des Zellkulturiiberstandes zur Sicherstellung

eines zeit- und kosteneffizienten Downstream-Prozesses.

Im folgenden Artikel ,,Employing QbD strategies to assess the impact of cell viability and
density on the primary recovery of monoclonal antibodies” werden die Ergebnisse

detailliert beschrieben und diskutiert.
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1 | INTRODUCTION

The monoclonal antibody market is growing rapidly, with
expected total market revenues reaching a valuation of 300
billion US$ by 2025 [1, 2]. Due to major advancements
in the biopharmaceutical industry, the number of medi-
cal applications is quickly increasing, including treatments
for cancer as well as novel diseases such as the Severe
Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus-2 (SARS-CoV-
2) [3-6]. The traditional approach for product and process
development consists of a rigid manufacturing process
with predefined set points and batch-to-batch quality con-
trols, resulting in a lack of methodical connection between
the process, product, and application. In order to enable
fast approval and release to market of novel therapeutic
antibodies fulfilling high-quality standards the develop-
ment and production process has to be performed in a
structured and controlled environment [7].

Following this agenda, the FDA introduced a guide-
line to biopharmaceutical development and manufactur-
ing with the Current Good Manufacturing Practice for
the 21Ist century initiative in 2004. This protocol includes
the framework for Process Analytical Technology (PAT)
and guidelines from the International Conference of Har-
monisation, which introduced the concept of Quality by
Design (QbD) as a risk-based approach to the develop-
ment of new therapeutics [8-12]. This approach defined
the main objective of research as a way to construct and
methodically build quality into the process and product
during the development phase instead of testing it into
the product during production. Thereby biopharmaceuti-
cal manufacturers are able to tune their processes toward
product quality in a compliant environment, resulting in
improved flexibility, cost reduction, and faster adjustments
in production as well as the development [13, 14].

Quality by Design is structured as a multi-step process,
starting with the identification of process parameters and
a risk assessment, followed by a Design of Experiments
(DoE) approach to examine critical process parameters

downstream processing of the product. To minimize amounts of host cell pro-
teins and residual DNA the cell viability should be maintained above 85% and
the cell density should be controlled around 15 x 10° cells/ml during the cell
removal. Thereby, this study shows the importance of QbD for the characteriza-
tion of the primary recovery of mAbs and highlights the useful implementation
of the stepwise approach over subsequent process stages.

CHO, DoE, mAb, PAT, QbD

(CPPs) regarding critical quality attributes (CQAs) [15, 16].
CPPs are evaluated process inputs like the initial viable
cell density or the culture pH, while CQAs include pro-
cess and product outputs like the growth rate of the cells
or the bioactivity of the produced antibody. The systematic
set up of the DoE enables the investigation of factor effects
and interactions, which can be statistically solidified using
multivariate data analysis (MVDA). Based on the data and
the mathematical model a designated design space can
be calculated, representing a multi-dimensional region of
process parameters in which the process can be conducted
within predefined quality attributes [9, 17]. Thereby, work-
ing within the set design space is not considered to be a
change or risk to the process or product quality.

In order to assess the complete upstream process of
a mADb production using Chinese Hamster Ovary (CHO)
cells the process was split up into steps, which were
investigated individually. Thereby, this work was based
on the previous findings regarding the inoculum expan-
sion and production process and marks the final step of
the complete case study process characterization [18, 19].
Even though the presented QbD strategies are widely used
in the biopharmaceutical industry, the split-up approach
to process characterization was rarely implemented [20,
21]. This approach enhances the analysis by connecting
intermediate quality attributes to following process steps,
allowing for a holistic assessment of the process risks and
robustness.

By that, gained knowledge about factor effects on inter-
mediate CQAs can be used to define the setup of the
following experiments. Earlier studies showed no signifi-
cant impact of the production process on the investigated
product quality elucidating the mAb quantity and purity as
the main quality criteria for the production step [19]. Fur-
thermore, they showed a strong influence of the culture
pH, pO,, and the initial viable cell density on the viabil-
ity in correlation with the proportion of produced mAb to
process-related impurities [19]. Therefore, this work will
focus on viability as an input factor for the first step of cell
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removal. The directed adjustment of the cell viability for
analysis in a DoE approach was established by the use of
camptothecin (CPT), which has a planar pentacyclic ring
structure and acts as a topoisomerase inhibitor, resulting
in a cytotoxic effect on the CHO cells [22]. This enables
the viability adjustment for the first time without altering
the culture duration or variation of other process param-
eters. Critical quality attributes like the bioactivity of the
produced antibody as well as the amount of residual DNA
and host cell proteins (HCPs) in the supernatant were ana-
lyzed to establish a robust design space for the last step of
the upstream process.

2 | MATERIAL AND METHODS

Presented QbD strategies will be implemented in the pri-
mary recovery of an IgGl monoclonal antibody (mAb)
production process using a DG44 CHO cell line (Sartorius
Stedim Cellca GmbH, Germany).

2.1 | Cellline and material

The first steps of the process, namely the vial thaw
and inoculum expansion were performed as described
by Boehl et al. [18]. The production process step was
performed in the modular Ambr®?250 system (Sartorius,
Germany), using proprietary and chemically defined pro-
duction medium (PM) and two additional feed media (feed
medium A; feed medium B) for macro nutrients (e.g.,
glucose) and micro nutrients (e.g., amino acids) respec-
tively (Sartorius Stedim Cellca GmbH, Germany) [23]. One
Ambr®)250 vessel was used to cultivate the cells for the
DoE, while the second vessel was used as an internal
reference standard.

The cultivation was conducted over 9 days with daily
feeds (1% feed medium A, 0.1% feed medium B) from day
3 and additional glucose feeds (400 g/L stock solution) to
a culture glucose concentration of 5 g/L from day 5. At
peak cell density from day 7 to 9 the cells were cultivated
in 250 ml shake flasks (Corning, USA) in a Heracell 240
CO, incubator at 36.8°C and 7.5% CO, (Thermo Scientific,
USA) using a MaxQ CO; Plus shaker platform (Thermo
Scientific, USA).

2.2 | Directed cell viability adjustment

The viability adjustment was conducted in shake flasks
to treat cells from a single process. Thereby, improving
the comparability of the DoE runs, compared to using

in Life Sciences

PRACTICAL APPLICATION

Consistent adjustment of critical process param-
eters is the key for meaningful DoE analysis.
Therefore, cytotoxic camptothecin was used in a
novel approach to adjust the cell viability at peak
cell densities. Thereby, the viability can be used
as an input factor for the process characteriza-
tion, enabling further analysis of the effects and
interactions of cell viabilities without elongation
of the process duration or variation of other pro-
cess parameters. This highlights the importance of
novel strategies to implement QbD principles on
various process steps.

the two available Ambr®)250 vessels for multiple cultiva-
tions. After transfer to the shake flasks, camptothecin was
added to concentrations of 10 and 30 uM to adjust the
targeted cell viabilities of ~60% and ~80%, respectively.
The used concentrations were evaluated by a standard
series of camptothecin at peak viable cell density (20 x 10°
cells/ml). Viabilities for the multivariate data analysis were
calculated by the combination of the relative decline in
cell density to the reference cultivation and the measured
viability for each cultivation run.

2.3 | Analytics

During the production process 1 ml samples were taken
daily. Viable cell densities and viabilities were measured
using a Cedex HiRes (Roche Innovatis, Switzerland). The
pH (7.2) and pO, (60%) were measured and controlled by
the Ambr®250 system. Offline pH measurements for off-
set calibration (for ApH > 0.05) were performed using a
FiveEasy Plus pH meter FP20-Micro (Mettler Toledo, USA)
every 2 days.

Substrates (glucose, lactate, glutamine, glutamate), the
produced mAb and total protein concentrations were ana-
lyzed during the production process and after the cell
separation using the Cedex Bio (Roche, Switzerland). The
DNA concentration in the supernatant was analyzed using
the Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Antibody
bioactivity was determined in triplicates by an adher-
ent mouse fibroblast (L929) cell (CLS Cell Lines Service,
Germany; catalog number 400260) based assay using the
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) under the presence of
actinomycin D. L929 cell viability was analyzed using the
cell titer-blue assay (Promega, USA) after 24 h of treatment
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with the antigen and antibody. The produced antibody was
diluted and used in low and high concentrations of 8 and
80 ng/ml, respectively. The antigen TNF- a was used in a
fixed concentration, determined to result in around 20%
L1929 cell viability without addition of functional antibody.

2.4 | Cell separation

The cell separation at the end of the process was performed
by centrifugation and filtration of 6 ml cell culture broth
for each experimental run. Centrifugation was performed
for 5 min at 300 x g using a Centrifuge 5702 (Eppendorf,
Germany), while filtration was performed using Sartoclear
Dynamics Lab P15 syringes with 0.2 um filters (Sartorius,
Germany).

2.5 | Design of experiments (DoE)
The design and analysis was performed using the DoE
software MODDE 12 (Umetrics, Sartorius Stedim Data
Analytics, Sweden). Three critical parameters determined
during risk assessment were used as factors (F, = viability,
F, = cell density, F; = separation method) for full facto-
rial designs with three center point runs. With the viability
varied on three levels and the third factor as a qualitative
factor, the design resulted in two full factorial approaches
with two factors (F, and F,) for each separation method
with a total of 18 experiments. Hereinafter, the factor set-
tings are described as 0 for center point level and -1/1 for
the low and high levels of the full factorial squares, respec-
tively. The qualitative factors for the separation method are
abbreviated as C for centrifugation and F for filtration.
The cell viability was varied equally between 60% and
99 % by addition of camptothecin. For the cell density, the
cell broth was diluted with fresh PM before cell separa-
tion. Total cell densities were varied equally between 10
and 20 x 10° cells/ml. An overview of the experimental
setup and the explained numerical coding of the parame-
ter levels are depicted in the supplements. Three responses
were analyzed after the cell separation: mAb proportion to
impurities, residual DNA in the supernatant and product
bioactivity.

2.6 | Multivariate data analysis (MVDA)

The mathematical models were fitted using multiple lin-
ear regression (MLR) with squares and interactions in
MODDE 12 (Umetrics, Sartorius Stedim Data Analytics,
Sweden) as described by Boehl et al. [18]. Model statistics,
namely the R-squared, adjusted R-squared, Q-squared,

model validity, and reproducibility were calculated to
assess the conducted model. Factors with a coefficient of
zero in its confidential interval are regarded to have no
significant influence on the response and were therefore
removed from the model. The design space was calcu-
lated using Monte Carlo simulations with parameter limits
summarized in the supplements.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Key objective of this study was the investigation of param-
eter effects on the robustness und quality of the primary
recovery for the mAb production process. Several process
parameters were evaluated in regard to their importance
for the process and theoretical risks for further down-
stream processing. Identified critical process parameters
were evaluated based on a DoE approach with a focus on
mADb quality and process related impurities after the cell
separation. Thereby, a quality focused process evaluation
was enabled, resulting in defined knowledge about the dif-
ferent parameter effects and interactions. This can be used
to change and adjust the following downstream process for
optimal product recovery.

3.1 | Risk assessment

The quality of the production process step was earlier
evaluated by analysis of multiple intermediate CQAs [19].
During the production step, product of consistent qual-
ity was produced within the investigated knowledge space
[19]. Thus, the product quantity and purity were estab-
lished as the most important quality criteria for the
subsequent downstream process. Cell viabilities, growth
rates and integral viable cell concentrations were moni-
tored as responses for cell growth and maintenance. These
attributes provide critical information about a possible
delay in the culture duration or low cell maintenance.
Improvements in cell densities on the other hand can lead
to reduced process time and production costs as well as
higher mAb titers.

In order to further investigate the critical role of these
intermediate attributes, the viability and the cell density
were determined as critical process parameters for the
following process step, namely the cell separation. In ear-
lier studies, low viability representing suboptimal cellular
condition could be correlated to higher amounts process
related impurities, which have to be removed at high cost
during further downstream process steps [19]. Higher cell
densities were shown to impact the effectiveness and effi-
ciency of the cell removal [24]. However, the peak cell
density during the production process was determined
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to have an overall higher impact on the antibody titer
than productivity enhancing conditions [19]. Furthermore,
high values for these parameters represent the previously
established quality of the production process [18, 19].

Thereby, the viability and cell density can be used as
linking parameters between mAb production and down-
stream processing. With the aim of a broad evaluation
of the primary recovery, the separation method was also
determined as a critical process parameter. The interac-
tion between the separation method and other parameters
could be especially interesting to dynamically adjust the
cell removal for given process parameters. Filtration and
centrifugation were compared as general standards in the
biopharmaceutical industry. Internal parameters within
the separation methods, such as time and speed of the
centrifugation or filter size for the filtration were not inves-
tigated further, since these parameters are well optimized
for the used separation protocols.

3.2 | DoE structure and implementation
In order to investigate the effects and interactions of the
determined critical process parameters, based on the ICH
Guidelines, a DoE was set up. The factors F; (viability)
and F, (total cell density) were combined in a full facto-
rial design, each varied on a three-level scale (-1, 0, 1).
Since the factor F; (separation method) is a qualitative fac-
tor with two options (centrifugation or filtration) there is
no center level definable. Therefore, a three-dimensional
subspace was created in which the factors pattern a regu-
lar two-level factorial design. Replicated center points were
located at the centers of the front and back surfaces of the
cube. By that, the quantitative factors are varied in three
levels, which is desirable for the following data analysis.
To further increase the available data, additional 0 level
experiments were added for the viability. These were added
to increase the overall data sets and comparability for the
viability factor, since the method of varying CHO cell via-
bilities using camptothecin was newly established for this
process. The resulting design added up to 18 experiments
and is depicted in Figure 1.

For further in-depth investigation of the varied pro-
cess parameter effects and interactions various critical
responses for the process step were determined. In order
to evaluate the purity of the supernatant the residual DNA
content as well as the proportion of produced antibody to
process and product related impurities, like host cell pro-
teins were analyzed. These attributes can have a severe
effect on the time, yield and expenses of further down-
stream processing. Hence, limiting the amount of said
impurities is one of the main quality aims for the upstream
process and especially the primary recovery. Additionally,
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FIGURE 1
of experiments for the viability, cell density and separation method.
The color of the stars represents the qualitative options for the
separation method, centrifugation (red) and filtration (blue).

Schematic representation of the conducted design

the bioactivity of the mAb was analyzed as its main CQA,
which represents the maintenance of the mAb activity
during the cell separation.

3.3 | Directed viability adjustment

The cell viability at the end of the culture duration was
defined as one of the critical process parameters. For reli-
able and reproducible DoE analysis the parameters must
be varied consistently on the described levels. So far,
directed adjustment of cell viabilities without elongation
of the culture duration was a great challenge. Longer culti-
vation times lead to large variances in the cell density and
product titer, therefore distorting the comparability of the
experimental set up. That is why camptothecin (CPT) was
used in different concentrations to adjust the cell viability
at the end of the exponential growth phase. The cyto-
toxic effect of CPT on the mAb producing CHO cells was
analyzed for various concentrations, with 10 and 30 uM
being used to lower the cell viability to ~80% and ~60%
respectively over 48 h. The viable cell densities over the
cultivation with addition of CPT at the beginning of the
stationary phase are depicted in Figure 2.

While the cell density in the standard -cultiva-
tion approached the stationary phase with around
20 x 10° cells/ml, the cultures treated with CPT showed
a decline in viable cell densities. This resulted in relative
end viabilities of 82.5% and 64.3 % for 10 and 30 uM CPT
treatments, respectively. This confirmed the effectiveness
of the newly established protocol and enabled further
investigation of the viability as a factor within the DoE
approach.
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FIGURE 2 Course of cultivation with camptothecin addition
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FIGURE 3 Mean results of bioactivity assay for all nine
experimental runs of the filtration and centrifugation level with the
dashed TNF-« line representing cell viabilities without addition of
monoclonal antibody.

3.4 | Bioactivity assay
Product bioactivity is one of the most important critical
quality attributes for the upstream process of monoclonal
antibody production. All samples generated during the
experimental phase of the DoE were investigated using a
cell-based bioactivity assay, which is based on the mAb
property to bind and inactivate the cytotoxic antigen TNF-
a. Thereby, the viability of the used 1929 assay cells repre-
sents the bioactivity of the mAb sample. High bioactivity
indicates a well working and posttranslational function-
alizing antibody production. Assay results are depicted in
Figure 3, with the dashed TNF-« line representing cell
viabilities without the addition of monoclonal antibody.
The shown results represent the mean bioactivities of
all experimental runs (see above in Figure 1) for the filtra-
tion (blue) and the centrifugation (red) for the given mAb
concentrations. Deviation between the investigated runs of
each separation method as well as the overall difference
between filtration and centrifugation was insignificant.
The standard deviation of the center point runs was in the

same range as the overall deviation for all experiments,
resulting in insufficient modeling for the bioactivity as
a DoE response, which confirms the consistent bioactiv-
ity over the various experimental runs. That is why the
bioactivity was excluded from further multivariate data
analysis. These results elucidate the hypothesis that within
the investigated knowledge space the upstream process has
no significant effect on the antibody bioactivity for the
described process. Therefore, a high mAb titer and low
amounts of process-related impurities can be defined as
the main goal for the upstream process, which were further
investigated using statistical modeling.

3.5 | Multivariate data analysis

The experimental data was evaluated by calculation of a
statistical model using multiple linear regression (MLR),
leading to specific conclusions for factor effects and inter-
actions for the studied parameters. Figure 4 presents the
main effects plot for the mAb proportion and the residual
DNA content.

The key factors total cell density and viability showed
a high impact on the selected responses, both as lin-
ear effects (TCD; Via) and non-linear effects (TCD*TCD;
Via*Via). Higher cell densities during the cell separation
increase the proportion of antibody as well as the resid-
ual DNA content in the supernatant. Its strong quadratic
effect shows a significant non-linearity in the correla-
tion. The viability shows effects with positive coefticients
on the proportional mAb content and effects with nega-
tive coefficients on the residual DNA. For both responses
the quadratic effect highlights the non-linear effect of
the viability. In contrast, the separation methods showed
only marginal to non-significant effects and where there-
fore mainly excluded from the mathematical model. That
means the different separation methods did not result in
considerable changes in the investigated quality attributes
and can be evaluated as equally effective for the first step
of the primary recovery.

Accuracy of the regression models was verified by ana-
lyzing the corresponding model statistics as described by
Wohlenberg et al. Thereby, the R-squared (R2) term is
the fraction of the variation of the response explained by
the model, while the adjusted R-squared (R2 adj) term
is adjusted for the degrees of freedom of the analyzed
model. Values over 0.5 for these terms ensure high model
significance. Model accuracy of future predictions is sta-
tistically estimated by the Q-squared (Q2) term. Values for
Q2 should exceed 0.1 for significant models and 0.5 for
good models. The model validity checks for diverse model
problems. A value less than 0.25 predicts statistically sig-
nificant model problems, such as the presence of outliers,
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FIGURE 4 Factor effects (TCD = total cell density; Via = cell viability; Sep = separation method) for the studied responses. Factor
squares and interactions are combined with a star. Only significant factors and interactions are considered and displayed in descending order

for each response.

TABLE 1

Summarized model statistics for the studied responses. R? representing the model significance, Q* representing the predictive

power of the model, model validity representing possible model problems and the reproducibility representing the center point variation

compared to the overall variability

R? R’ adj.
mAb proportion 0.997 0.996
DNA content 0.997 0.995

transformation problems in the calculation, or incorrect
model terms. The reproducibility compares the variation of
the center point replicates to the overall variability, with a
value over 0.5 insuring high model reproducibility. The cal-
culated model statistics for the proportional mAb as well as
the DNA content are summarized in Table 1.

The calculated model statistics showed exceptional sig-
nificance and prediction accuracy for the investigated
responses with values mainly over 0.99. Model validity
showed the lowest values with 0.708 and 0.813 for the mAb
proportion and DNA content, respectively, which are still
sufficient to rule out potential model problems. The mod-
els were also characterized as well reproducible with val-
ues close to 1, which can be explained by the small variance
in the centre point runs for each cell separation method.

The approved regression models were further used for
the construction and analysis of response culture plots,
which provide a lucid two-dimensional evaluation of the
factors and corresponding response values. Response plots
for each response divided by the separation method are
illustrated in Figure 5.

By analysis of the response contour plots the described
factor effects and interactions were outlined more detailed.
Comparison of the left and right plots confirms the
marginal effect differences between the cell separation
methods. For the mAb proportion the optimal area was
only slightly enlarged using the filtration method. Overall,
these differences can be rated as insignificant for the inves-
tigated responses, meaning the investigated cell separation
methods have no critical effect on the primary recovery of
the studied process.

Q? Model validity Reproducibility
0.990 0.708 0.997
0.991 0.813 0.995

The factor effects of the viability and the cell density
were also confirmed with the response contour plots. As
expected, lower viabilities resulted in higher residual DNA
concentrations as well as higher amounts of host cell pro-
teins in the supernatant, thus a lower proportional mAb
content. Apoptotic cells release large amounts of cell spe-
cific impurities to the cell culture medium, which are
difficult to remove during the first steps of primary recov-
ery. Removal of said impurities during the downstream
process can be time consuming and costly, underlining
the critical effect of the cell viability for the entire pro-
cess performance. Higher cell densities during the cell
separation improved the mAb proportion, while increas-
ing the undesirable DNA content. Thereby the cell density
shows a discrepancy between optimal mAb proportion and
residual DNA. Both factors also showed interaction and
non-linearity effects. In order to further analyze the opti-
mal factor set points and visualize the experimental design
region in which all response specifications are fulfilled, a
designated design space was calculated. Response specifi-
cations were accounted during the process development
and adjusted during the risk assessment and data analy-
sis. Figure 6 depicts the resulting design space, with green
areas marking a robust design space with low probabilities
for possible process failures.

The designated design space was established around 0
level for the cell density and between 0 and 1 level for the
viability. Insignificant differences resulting from the sep-
aration methods were excluded during the design space
determination. Summarized, the viability should be main-
tained above 85 % to avoid undesired amounts of HCPs and

61



Engineering

8 of 10

‘WOHLENBERG ET AL.

in Life Sciences

Filtration

0
Cell density

DNA Content [ng/ul]

Viability
(=]

0
Cell density

FIGURE 5
responses for the filtration (left) and the centrifugation (right).

Viability
Probability of failure [%]

0
Cell density

05

FIGURE 6 Determined design spaces for the mAb production
process with color coded probability of failure for the assessed
response specifications.

DNA impurities. In order to strike the balance between
optimal proportions of the produced antibody to residual
DNA the cell density during the cell removal should be
controlled to be around 15 x 10° cells/ml for the primary
recovery of the studied fed batch process.

4 | CONCLUDING REMARKS

Established Quality by Design principles were imple-
mented in the first step of the primary recovery of a mAb
production process. This study builds upon previous work

Centrifugation

Proportion mAb [%]

0
Cell density

0
Cell density

Response contour plots representing the interaction effects of factors viability and cell density on the studied process

on the inoculum’s expansion as well as the production
step and marks the final step toward a complete upstream
process characterization following the FDA guidelines.
Critical process parameters were determined during the
risk assessment and combined in a DoE approach. In
order to adjust the cell viability during the process with-
out elongation of the culture duration, a directed cell
death protocol using cytotoxic camptothecin was estab-
lished. Thereby, it was possible to controllably vary the
viability between 60%-99 %. The process was conducted
using the ambr250 bioreactor platform, ensuring opti-
mal process control for the desired scale. A mathematical
model was calculated to fit the compiled response data
using multivariate data analysis. By that, parameter sig-
nificance was assessed and specific parameter effects and
interactions were identified. Bioactivity of the produced
antibody was confirmed to stay intact over the varied
experimental runs, ruling out parameter effects on the
mADb quality. The purity of the supernatant was assessed
by measurement of HCPs and residual DNA amounts
and used as critical quality attribute because of its cru-
cial effect on the following downstream process. The
comparison between centrifugation and filtration as sep-
aration methods did not result in significant changes in
the amount of impurities in the supernatant. Cell viabil-
ity and cell density during the separation were determined
as non-linear key process parameters with interaction
effects.
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These responses were used to establish a design space
for optimal mAb proportion and low amounts of residual
DNA after the primary recovery. As expected, maintenance
of high cell viabilities was determined to be crucial to
reduce undesired impurities. The cell density showed a
contrary effect on the amounts of HCPs and DNA, with
higher cell densities increasing the DNA content while
lowering the concentration of HCPs. Therefore, the design
space was calculated to combine optimal mAb propor-
tion while maintaining DNA amounts under the defined
limit. In conclusion, the viability should be maintained
above 85% and the cell density should be controlled around
15 x 10° cells/ml during the cell removal.

The described case study highlights the importance of
cell maintenance during the entire upstream process. It
confirms the previous findings that changes during the
production part of the established mAb production pro-
cess have no significant influence on the bioactivity of the
antibody [19]. Thereby, process control and primary recov-
ery should be tuned toward high purity of the supernatant,
enabling time and cost efficient downstream processes.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Dissertation wurde der Herstellungsprozess eines monoklonalen
Antikorpers analysiert und optimiert. Das Ziel war es, den Quality by Design Ansatz in
den Upstream-Prozess zu implementieren, welcher in die Vorkultur, den
Produktionsprozess und die Zellabtrennung unterteilt wurde. Fiir jeden Prozessschritt
wurde der Zusammenhang zwischen den Prozessparametern und der Prozess- bzw.
Produktqualitdt untersucht. Der QbD Prozess folgte dabei dem mehrstufigen Ablauf aus
Identifikation der kritischen Prozessparameter mittels Risikoanalyse und Festlegung
der Zielgrofien als Qualitatsattribute des jeweiligen Prozessschrittes. Nach Erstellung
und Durchfiihrung eines Design of Experiments wurden die Daten mittels MVDA
ausgewertet. Damit konnten Parametereffekte und -Interaktionen auf die bestimmten
Qualitatsattribute analysiert und ganzheitlich ein Design Space zur robusten

Durchfiihrung des Prozessschrittes definiert werden.

Im ersten Kapitel des experimentellen Teils dieser Arbeit (siehe Kapitel 4.1) wurde die
Vorkultur des Prozesses untersucht. Nach der Bewertung der Passagendauer, viablen
Zelldichte und MTX Konzentration als CPPs der Vorkultur, wurde ein DoE Versuchsplan
mit einem teilfaktoriellen CCC Design erstellt. Als Zielgrofen wurden die
Wachstumsraten und Endviabilititen der Vorkultur und des anschliefdenden
Produktionsprozesses sowie der Gesamtprodukttiter und die spezifische Produktivitat
der Zellen betrachtet. Die Analyse der Daten identifizierte die Dauer der Passagen als
Schliisselparameter und zeigte einen kritischen Einfluss der Vorkultur auf den
nachfolgenden Prozessschritt. Mit verlangerter Passagendauer nahmen sowohl die
Wachstumsraten als auch die Zellviabilitaten in der Vorkultur und dem nachfolgenden
Produktionsprozess ab. Damit sank ebenfalls der Gesamttiter zum Abschluss des
Produktionsschrittes. Eine entsprechende Uberwachung und Kontrolle der
Vorkulturdauer ist somit unerldsslich fiir ausreichendes Zellwachstum, optimale
Zellerhaltung sowie hohe Antikorpertiter. Zusatzlich konnte ein entgegengesetzter
Effekt von optimalen Wachstums- und Zellerhaltungsbedingungen und spezifischer
Produktivitat festgestellt werden. Die Zellen zeigten also unter suboptimalen
Wachstumsbedingungen eine erhohte spezifische Produktivitiat, welche jedoch nicht

ausreichte die verringerte Zelldichte im Hinblick auf den Gesamttiter auszugleichen.
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Zusammenfassung und Ausblick

Entsprechend dem definierten Design Space sollte die Passagendauer und die MTX
Konzentration fiir eine robuste Prozessfiihrung reduziert werden, wahrend die initiale
Zelldichte der Passagen im Standardbereich kontrolliert werden kann. Die initiale
Zelldichte muss dabei direkt zum Beginn jeder Passage bestimmt und gegebenenfalls
angepasst werden. Anschlief3end wurden die Ergebnisse der Vorkultur weiter mit den

Prozessparametern der folgenden Prozessschritte verbunden.

Die QbD Implementierung in den Produktionsprozess ist im zweiten Kapitel des
experimentellen Teils (siehe 4.2) beschrieben. Der pH-Wert und die
Gelostsauerstoffkonzentration des Mediums wurden mittels FMEA als kritische Inputs
fir den Produktionsprozess identifiziert. Zusatzlich zu den Parametern aus der
Risikoanalyse wurden die Schliisselparameter der Vorkulturversuche einbezogen,
sodass die Dauer der N-1 Passage, sowie die initiale Zelldichte des
Produktionsprozesses ebenfalls als CPPs festgelegt wurden. Das entworfene
dreidimensionale CCF Design wurde teilfaktoriell um den Faktor der initialen Zelldichte
erweitert, welcher auf fiinf Stufen variiert und auf den Eckpunkten des faktoriellen
Raums verteilt wurde. Optimale Vergleichbarkeit und Kontrolle der untersuchten
Parameter wurde durch die Verwendung des Ambr®15 Mikrobioreaktorsystems

sichergestellt.

Zur Analyse des Zellwachstums und dem Zellerhalt wurden die Wachstumsraten,
integrale Zellkonzentrationen und Endviabilititen der durchgefiihrten Versuchslaufe
betrachtet. Im Bezug auf die Antikdrperproduktion wurde der Gesamttiter, die
spezifische Produktivitit sowie das Verhaltnis von produziertem mAb zu HCPs als
Zielgrofden analysiert. Anhand der MVDA wurden der eingestellte pH-Wert sowie die
initiale Zelldichte als Schliisselparameter fiir den Produktionsprozess identifiziert. Der
errechnete Design Space wurde anhand weiterer Versuchslaufe verifiziert, woraufhin die
Bioaktivitat der produzierten Antikoérper untersucht wurde. Da alle untersuchten
Proben eine intakte Bioaktivitit aufwiesen, wurde der Effekt des Upstream-Prozesses
auf die Funktionalitit des mAbs als insignifikant eingestuft. Daher wurden hohe
Zellerhaltung, optimale Antikorperproduktion sowie geringe Mengen an

prozessbedingten Verunreinigungen als Ziel der Prozesskontrolle definiert.
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Zusammenfassung und Ausblick

Als Ubergang zu dem nachfolgenden Downstream-Prozess wurde im dritten Teil dieser
Arbeit (siehe 4.3) die Zellabtrennung analysiert. Basierend auf den Erkenntnissen der
beschriebenen Versuche wurden die Viabilitat und die Zelldichte als kritische Parameter
definiert und in einem vollfaktoriellen Design untersucht. Zur gezielten Einstellung der
Viabilitdt als variabler Faktor wurde die Behandlung der Zellen mit definierten
Konzentrationen von CPT etabliert. Zusatzlich wurde die Methode der Zellabtrennung
als qualitativer Faktor zwischen Zentrifugation und Filtration variiert. Die Untersuchung
der Bioaktivitat als direktes Qualitatsattribut des Produktes zeigte keine signifikanten
Abweichungen zwischen den verschiedenen Versuchen, weshalb sie als Zielgrofie fiir die
Berechnung der Regressionsmodelle ausgeschlossen wurde. Dieses Ergebnis bestatigte
erneut, dass innerhalb der untersuchten Prozessgrenzen des Upstream-Prozesses

durchgehend Antikérper mit unveranderter Funktionalitdt produziert wird.

Daher wurden das Verhaltnis von produzierten mAbs zu HCPs sowie die Konzentration
an verbliebene DNA als Maf fiir prozessbedingte Verunreinigungen definiert und als
Zielgrofden untersucht. Die identifizierten Parametereffekte und der etablierte Design
Space zeigte, dass die Viabilitat tiber 85 % erhalten werden sollte, um eine ausreichende
Reinheit des Kulturiiberstandes fiir den folgenden Downstream-Prozesse
sicherzustellen. Damit unterstreicht die Untersuchung der Zellabtrennung die

Bedeutung optimaler Zellerhaltung wahrend des Upstream-Prozesses.

Zusammengefasst wurde die Vorkultur, der Produktionsprozess und die Zellabtrennung
eines MAb-Herstellungsprozesses anhand der QbD Methodik graduell untersucht. Dieser
Ansatz ermoglichte die Analyse von Prozessparametern und den damit verbundenen
Qualitatsattributen sowie eine stufenweise Verkniipfung der einzelnen Prozessschritte.
Schliisselparameter mit kritischem Einfluss auf intermedidre Qualitatsattribute wurden
in nachfolgenden Prozessschritten als Eingangsfaktoren eingesetzt und Zielgrofden tiber
die Grenzen der einzelnen Prozessschritte hinweg betrachtet. Die etablierten Design
Spaces definieren Arbeitsbereiche in denen eine robuste Prozessfithrung im Bezug auf
eine optimale Zellerhaltung sowie eine hohe Antikérperproduktion garantiert ist. Dabei
ist zu beachten, dass die Ergebnisse sehr prozessspezifisch sind, sodass die etablierten
Grenzen fiir die Prozessentwicklung neuer biopharmazeutischer Antikorper nicht direkt

ubernommen werden konnen.
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Die dargestellten Ergebnisse verdeutlichen jedoch die methodische Implementierung
und den Nutzen der Analysestrategien des QbD Ansatzes und liefern Daten sowie
Prozessverstandnis, welche in der Risikoanalyse und Versuchsplanung zukiinftiger
Prozesse genutzt werden konnen. Dartliber hinaus ermoglichen die Erkenntnisse iiber
Prozesszusammenhinge die Verbesserung der Uberwachung und Regelung. Die
Vorkultur sollte demnach deutlich detaillierter analysiert werden. Aufderdem kénnen
die gesetzen Grenzen des Design Spaces genutzt werden um fehlerhafte Prozesse
frithzeitig abzubrechen, womit Zeit und Ressourcen eingespart werden kénnen. Fiir den
Produktionsprozess sollten neben der haufig eingesetzten Sensorik fiir pH- und
Sauerstoffmessung auch die Viabilitit und Zelldichte kontinuierlich im laufenden
Prozess liberwacht werden. Damit lasst sich das spezifische Feeding-Profil optimal an
das Zellwachstum anpassen. Zusitzlich wird durch die in-line Uberwachung eine gezielte
Termination des Produktionsprozesses ermoglicht. Damit wird die Zellabtrennung
durchgefiihrt bevor die Viabilitit der Zellen in der letzten Phase des Prozesses zu weit
absinkt und der Downstream-Prozess aufgrund der verstiarkten Verunreinigungen

aufwendig intensiviert werden muss.

Im Hinblick auf kontinuierliche Kultivierungsprozesse erméglichen die gewonnenen
Prozesskenntnisse dariiber hinaus die dynamische Anpassung der Prozessbedingungen.
Damit konnen Prozesse, nach dem Auftreten von Fehlern in der Betriebsweise, in den
Standardzustand zuriickgefiihrt werden. Innerhalb der Grenzen des entwickelten Design

Spaces wird dabei weiterhin ausreichende Prozess- und Produktqualitdt garantiert.

Zur weiteren Charakterisierung des Upstream-Prozesses und der Produktqualitat
konnen aufderdem zusatzliche Qualitatsattribute wie die Verhéltnisse der Glykoformen
und Ladungsvarianten untersucht werden. UHPLC-MS Analysen ermoglichen hierbei die
Untersuchung des Endproduktes sowie die kontinuierliche Inprozesskontrolle. Dartiber
hinaus kénnen die dargestellten Ergebnisse mit Studien des Downstream-Prozesses
verbunden werden, um eine ganzheitliche Charakterisierung des vollstindigen mAb-
Herstellungsprozesses zu erreichen. In der Analyse des Downstream-Prozesses sollten
wiederum die beschriebenen QbD Prinzipien und die Einteilung in einzelne
Prozessschritte angewendet werden, um eine schnelle und systematische

Charakterisierung sicherzustellen.
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Anhang

Unterstiitzende Angaben

Supporting information - Implementation of QbD strategies in the inoculum expansion

of a mAb production process
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Figure S1.Schematic representation of the conducted central compositedesign for the Passage viable cell density,
the MTX concentration and the passage duration. The eight corner points represent the -1/1 levels. The three stars in
the middle of the cube represent the replicate centre-point runs (0 level). The outer stars represent the -2/2 levels for
two of the three parameters.

Table S1. Risk assessment andFMEA results.
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Table S2.Numerical coding of varied process parameters.

Anhang

-2 -1 0 1 2
MTX concentration [nM] 7.5 15 22.5 30
Passage duration [d] - 2 3,2 5 -
Passage VCD [x106 cells/ml] 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Table S3.Experimental set up and responses for the DoE.
Experiment MTX Passage Passage Inoculum Inoculum Production Production Total SpecificmAb
number Conc. Duration vCD Viability GrowthRate Viability Growth mAb Titer
[%] [1/d] [%] Rate Titer [g/1*(10¢
[1/d] [g/1] cells*d/ml)-1]
1 -1 -1 -1 98.5 0.96 98.6 0.57 1.10 14.78
2 1 -1 -1 98.6 0.92 98.1 0.56 1.12 16.41
3 -1 1 -1 97.9 0.75 97.1 0.55 1.06 16.57
4 1 1 -1 98.0 0.79 97.3 0.51 1.04 17.32
5 -1 -1 1 98.7 0.86 98.7 0.56 1.11 17.26
6 1 -1 1 98.7 0.87 98.0 0.55 1.09 16.47
7 -1 1 1 97.4 0.69 97.3 0.49 0.98 20.87
8 1 1 1 96.6 0.68 96.6 0.44 0.82 23.30
9 -2 0 0 98.8 0.90 98.7 0.57 1.19 16.72
10 2 0 0 98.4 0.82 98.2 0.52 1.01 19.03
11 0 0 -2 98.2 0.79 97.4 0.48 0.99 20.21
12 0 0 2 97.9 0.72 97.4 0.48 0.90 19.58
13 0 0 0 98.9 0.89 98.3 0.55 1.16 17.12
14 0 0 0 98.5 0.88 98.2 0.57 1.06 16.11
15 0 0 0 98.8 0.87 98.6 0.55 1.08 17.08
Table S4. Model statistics for the inoculum expansion and production process responses
R2 R2agj Q2 p-value Reproducibility
Inoculum viability 0.95 0.91 0.79 0.0001 0.90
Inoculum growth rate 0.99 0.98 0.96 <0.0001 0.99
Production viability 0.89 0.81 0.62 0.0019 0.87
Production growth rate 0.99 0.90 0.69 <0.0001 0.92
Total mAb titer 0.93 0.88 0.70 0.0003 0.71
Specific mAD titer 0.94 0.914 0.827 <0.0001 0.90
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Anhang

Supporting information - Optimization of a mAb production process with regard to

robustness and product quality using quality by design principles

Table S1. Numerical coding of varied process parameters.

Process Parameter -2 -1 0 1 2
pH - 6.9 7.1 7.3 -
Initial VCD [x105 cells/ml] 1 2 3 4 5
Dissolved oxygen [%] - 40 60 80 -
N-1 duration [d] - 2 3 4 -
Table S2. Experimental set up and responses for the DoE.
Experiment Initial pH pO: N-1 Growth Ivcc Viability Total Specific Peak
number VCD duration rate mAD titer  mAb titer proportion
1 3 7.1 60 B 0.61 127.9 98.3 3.24 25.3 17.79
2 1 6.9 40 2 0.57 334 97.9 0.84 25.2 3.78
3 2 6.9 40 4 0.57 48.3 96.4 1.04 215 4.75
4 4 6.9 40 2 0.48 58.6 87.5 1.05 17.9 5.5
5 5 6.9 40 4 0.50 70.6 85.7 1.2 17.0 6.32
6 1 7.3 40 4 0.78 107.7 99.4 3.17 29.4 18.07
7 2 7.3 40 2 0.67 113.7 95.5 1.92 16.9 10.51
8 4 7.3 40 4 0.60 121.5 96.1 3.07 25.3 15.09
9 5 7.3 40 2 0.53 94.4 84.7 1.96 20.8 10.13
10 1 6.9 80 4 0.63 31.4 99 0.93 29.7 4.11
11 3 7.1 60 3) 0.66 113335,3) 98.6 2.77 20.8 4.09
12 2 6.9 80 2 0.59 60.74 95.6 1.23 20.3 6.42
13 4 6.9 80 4 0.49 58.7 92.4 0.91 15.5 4.37
14 5 6.9 80 2 0.45 66.5 93.3 1.18 17.8 6.49
15 1 7.3 80 2 0.76 106.7 99.1 2.93 27.5 15.39
16 2 7.3 80 4 0.57 54.8 87.5 0.97 17.7 4.84
17 4 7.3 80 2 0.54 103.6 97.9 1.99 19.2 9.21
18 3 7.1 60 3 0.66 142.1 99.1 3.4 239 20.14
19 5 7.3 80 4 0.53 106.2 86.8 1.9 17.9 9.02
20 3 7.1 60 3 0.58 126.8 96.9 3.02 23.8 18.24
21 3 6.9 40 2 0.49 62.0 89.9 1.24 20.0 6.39
22 3 7.3 80 4 0.61 131.4 93.4 2.76 21.0 15.68
23 3 7.1 40 3) 0.62 139.7 93 3.06 219 18.86
24 3 7.3 40 2 0.61 123.7 93.9 3.09 25.0 19.16
25 3 7.3 60 3) 0.62 137.0 96.8 3.16 23.1 18.58
26 3 7.3 40 4 0.57 116.7 92.3 2.78 23.8 14.83
27 3 7.1 80 3) 0.58 133.0 95.5 2.92 22.0 17.54
28 3 7.1 60 2 0.57 130.2 98.3 2.93 22.5 18.81
29 3 7.1 60 4 0.61 124.2 97.7 2.86 23.0 18.24
30 3 7.1 60 3 0.61 138.9 96.4 3.11 22.4 20.71
31 3 6.9 40 4 0.49 57.6 94.2 1.08 18.7 5.9
32 3 7.3 80 2 0.59 115.1 93.9 2.72 23.6 -
33 3 6.9 60 3) 0.45 54.3 84 0.93 17.1 4.65
34 3 7.1 60 3 0.59 133.2 98.1 3.0 22.5 19.3
35 3 6.9 80 2 0.46 54.5 91.7 0.97 17.8 4.87
36 3 6.9 80 4 0.45 53.0 93.6 1.04 19.6 5.33
Table S3. Parameter limits for the design space calculation
Growth Ivce Viability Total mAb titer Specific mAb titer Peak proportion
rate
Parameter limit 0.55 110 95 2.9 20 16
Target 1 160 100 3.5 30 25
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Table S4. Responses for the verification runs

Anhang

Experiment Growth IvCcC Viability Total mAb titer Specific mAb titer Peak proportion
rate
Standard 1 0.60 139.6 &3 3.49 25.0 17.64
Standard 2 0.63 137.8 97.1 3.13 22.7 17.0
Standard 3 0.60 134.7 98.5 3.43 25.4 16.35
Optimized 1 0.66 115.6 95.4 3.0 26.0 15.93
Optimized 2 0.67 124.3 98.1 3.33 26.8 15.4
Optimized 3 0.65 124.7 97.8 3.16 25.3 15.85
Impaired 1 0.41 46.5 75.4 0.68 14.6 2.77
Impaired 2 0.39 38.1 779 0.64 16.8 2.96
Impaired 3 0.42 45.8 80.7 0.69 15.1 2.89

Supporting information - Employing QbD strategies to assess the impact of cell

viability and density on the primary recovery of monoclonal antibodies

Table S1. Numerical coding of varied process parameters.

Process Parameter -1 0 1
Viability [%] 64 82.5 99
VCD [x10¢ cells/ml] 10 15 20
Separation method Filtration - Centrifugation

Table S2. Experimental set up and responses for the DoE.

Experiment Viability vCD Separation mAb Total Proportion Residual Bioactivity Bioactivity
number [%] [x106 method titer protein mADb [%] DNA low mAb high mAb
cells/ml] [g/L] [g/L] [ng/pl] conc. [%] conc. [%]
1 99 10 Filtration 2.45 5.09 0.482 3925 70.8 109.5
2 99 20 Filtration 2.42 4.65 0.521 497.5 75.1 89.6
3 82.5 10 Filtration 2.45 5.19 0.472 421.4 61.1 97.1
4 82.5 15 Filtration 2.73 5.36 0.510 429.6 60,.5 97.5
5 82.5 15 Filtration 2.72 533 0.510 436.1 48.0 89.2
6 82.5 15 Filtration 2.74 5.33 0.514 433.7 69.2 97.8
7 82.5 20 Filtration 2.42 4.61 0.526 537.9 79.4 101.4
8 64 10 Filtration 1.97 5.15 0.384 587.8 61.4 96.6
9 64 20 Filtration 1.96 4.53 0.433 751.4 77.5 103.1
10 99 10 Centrifugation 2.43 5.19 0.467 380.4 65.7 104.8
11 99 20 Centrifugation 241 4.66 0.518 480.7 69.5 91.1
12 82.5 10 Centrifugation 2.45 5.27 0.465 420.5 72.1 90.4
13 82.5 15 Centrifugation 2.70 5.38 0.501 412.0 62.3 83.6
14 82.5 15 Centrifugation 2.70 5.39 0.500 429.5 48.7 91.1
15 82.5 15 Centrifugation 2.67 5.38 0.497 428.6 71.9 98.3
16 82.5 20 Centrifugation 2.40 4.64 0.518 536.5 82.1 85.3
17 64 10 Centrifugation 1.97 5.22 0.378 565.0 63.6 88.1
18 64 20 Centrifugation 1.98 4.44 0.445 745.1 63.9 98.0

Table S3. Parameter limits for the design space calculation

Proportion mAb Residual DNA [ng/pl]
[%]
Parameter limit 0.5 420
Target 1 0
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Table S4. Used Cedex Bio kits for the metabolite analysis

Metabolite

Cedex Kit

Glucose

Lactate

Glutamine

Glutamate

Total protein
Monoclonal antibody

Glucose Cedex Bio
Lactate Cedex Bio
Glutamine V2 Bio
Glutamate V2 Bio
Total Protein Bio
IgG Bio

Table S5. Camptothecin standards

CPT concentration [uM]
/ incubation time [h]

Proportion of apoptotic

cells [%]

Standard deviation [%]

5uM /24 h 3.4 0.68
5uM/48h 133 2.31
10 uM / 24 h 7.5 1.58
10 uM / 48 h 20.9 2.38
20 uM / 24 h 11.8 2.13
20 uM / 48 h 27.6 3.04
30uM /24 h 15.7 1.97
30 uM / 48 h 38.2 2.93

Equation S1. MLR equation for MVDA

Anhang

R; = po + p1F1 + poFy + p3Fs + poFE + psF3 + pF3 + p,FiFy 4 pgFiF3 4 poF,Fs

Here, R; is one of the four responses, po is the intercept, p; are the coefficients of the

factors F1, F2 and Fs. Factors whose coefficient has the value zero in its confidential

interval are regarded to have no significant influence on the response and are therefore

removed from the model.
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