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Kurzfassung 

Monoklonale Antikörper gewinnen aufgrund ihrer vielseitigen Anwendungsbereiche 

immer weiter an Relevanz. Sie werden sowohl in der Diagnostik als auch in 

therapeutischen Maßnahmen eingesetzt und machen bereits den Großteil der 

biotechnologisch produzierten Biopharmaka aus. Um die Herstellungsprozesse neuer 

Antikörper systematisch hinsichtlich der Prozess- und Produktqualität zu verbessern, 

soll der Quality by Design Ansatz in die biopharmazeutische Forschung und Industrie 

integriert werden. Dabei mangelt es jedoch weiterhin an Modellprozessen für die 

praktische Implementierung über eine ganzheitliche Prozesskette. In der vorliegenden 

Dissertation wurde der Upstream-Prozess in einzelne Prozessschritte eingeteilt und 

anhand der Quality by Design Prinzipien charakterisiert. Dafür wurden zunächst 

kritische Prozessparameter und Qualitätsattribute der einzelnen Prozessschritte 

identifiziert. Anschließend wurden die Parametereffekte- und Interaktionen mithilfe von 

statistischen Versuchsplänen analysiert und ein robuster Design Space etabliert.   

Im ersten Teil wurde die Vorkultur als kritischer Teil des Herstellungsprozesses 

eingestuft. Dabei wurden die Einflüsse der Parameter auf Qualitätsattribute der 

Vorkultur und des nachfolgenden Prozesses analysiert. Als Schlüsselparameter wurden 

die Passagendauer und die viable Zelldichte der Passagen identifiziert. 

Während der Quality by Design Integration in den Produktionsprozess wurden zunächst 

prozessbezogene Qualitätsattribute untersucht, wobei der pH-Wert des Kulturmediums 

und die initiale Zelldichte als kritische Parameter festgestellt wurden. Die Bioaktivität 

des produzierten Antikörpers zeigte innerhalb des charakterisierten Bereiches jedoch 

keine signifikanten Veränderungen. 

Im dritten Teil wurde die Zellabtrennung als Bindeglied zum Downstream-Prozess 

analysiert. Die Viabilität wurde als Schlüsselparameter mit großem Einfluss auf 

prozessbezogene Verunreinigungen identifiziert. Die etablierten Design Spaces 

definierten hohes Zellwachstum und Zellerhaltung bei optimaler Antikörperproduktion 

als Ziel der Prozessführung und -Kontrolle. 

Schlagwörter: Monoklonaler Antikörper, 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 für erfolgreiche persönliche und berufliche 

Entwicklung eines einzelnen Menschen1, sie definiert auch auf prägnante Weise den 

grundlegenden Gedanken des Quality by Design (QbD) Prinzips. Dieses wird seit einigen 

Jahren in vielen Bereichen der biopharmazeutischen Forschung und Produktion 

eingesetzt2,3. In diesem Zusammenhang wächst vor allem die Bedeutung der 

monoklonalen Antikörper (mAb, engl. monoclonal antibodies) als vielseitige Diagnostika 

und Therapeutika stetig4. Aktuelle Berechnungen schätzen die jährlichen 

Gesamtmarkteinahmen auf über 300 Milliarden US$ bis zum Jahr 20255,6. Aufgrund 

weitreichender Fortschritte steigen die Möglichkeiten 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 Antikörper zu 

ermöglichen, sind schnelle Strategien zur Produkt- und Prozessentwicklungen 

notwendig, die innerhalb der kontrollierten Produktionskette höchste 

Qualitätsstandards gewährleisten. Zur Umsetzung dieser steigenden Anforderungen 

wurde der QbD Ansatz implementiert, welcher darauf ausgelegt ist, Prozesse 

systematisch zugunsten der Prozess- und Produktqualität, regulatorischen Konformität 

und Einsparungen der Produktionskosten zu optimieren11. Der Fokus liegt dabei auf der 

Planung und Entwicklung eines Prozesses im Hinblick auf die Einhaltung spezifischer 

Qualitätsattribute der entsprechenden Prozessschritte und des Produktes. Dadurch wird 

die Qualität nicht erst am Ende eines Prozesses getestet, sondern kann systematisch in 

den Prozess und das Produkt integriert werden12. Es wird ein tiefgehendes Verständnis 

zwischen dem Prozess und Produkt geschaffen, welches optimierte Strategien zur 

Prozessüberwachung und Kontrolle ermöglicht. Trotz der weitreichenden Möglichkeiten 

von QbD im biopharmazeutischen Umfeld sind Anwendungsbeispiele der Integration in 

die gesamte Prozesskette der Antikörperproduktion bisher sehr limitiert13.  
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2  Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung des Herstellungsprozesses eines 

monoklonalen Antikörpers. Dabei liegt der Fokus auf der Implementierung des Quality 

by Design Grundsatzes in den Upstream-Prozess. Dieser lässt sich in die folgenden 

Teilschritte unterteilen: Die Vorkultur, den Produktionsprozess und die abschließende 

Zellabtrennung. 

Dabei sollen die Prozessschritte zunächst isoliert betrachtet werden, wobei wichtige 

Qualitätsattribute auch über die Grenzen der einzelnen Schritte hinweg zu analysieren 

sind. Dadurch soll ein ganzheitliches Prozessverständnis für die Interaktion von 

Parametern mit der Prozess- und Produktqualität hergestellt werden. Das Ziel ist somit 

die Etablierung eines Design Space für die einzelnen Prozessschritte, als robusten 

Arbeitsbereich mit definierten Zielgrößen. 

Dafür sollen im Rahmen einer Riskioanalyse zunächst kritische Prozessparameter 

(CPPs, engl. critical process parameters) identifiziert werden. Für die einzelnen 

Prozessschritte werden darüber hinaus intermediäre und produktbezogene 

Qualitätsattribute (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 anschließend 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 Prozessqualität sollen verschiedene prozessbezogene 

Qualitätsattribute untersucht werden. Diese umfassen auf zellulärer Ebene die 

Wachstumsrate, die Viabilität und die Zelldichte. Für den Produktionsprozess und die 

Zellabtrennung sollen zusätzlich der Antikörpertiter und Verunreinigungen wie 

Wirtszellproteine (HCPs, engl. host cell proteins) und verbliebene 

Desoxyribonukleinsäuren (DNA, engl. desoxyribonucleic acid) analysiert werden. Die 

Produktqualität soll darüber hinaus anhand eines zellbasierten Bioaktivitätsassays über 

die Antigen-Inaktivierung durch den produzierten Antikörper bewertet werden.  
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3  Theoretische Grundlagen 

Zur Beschreibung der Produktqualität muss der hergestellte Antikörper im Hinblick auf 

die Funktion, den Aufbau und mögliche Anwendungsbereiche charakterisiert werden. 

Um produktionsbezogene Qualitätsattribute untersuchen zu können muss der 

Herstellungsprozess genau beschrieben und gezielte Experimente systematisch geplant 

werden. Zusätzlich sind zur Interpretation der Ergebnisse methodische Kenntnisse über 

die einzelnen Schritte des Quality by Design Konzepts notwendig. 

 

3.1  Antikörper 

Antikörper, 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 Antikörper spezifisch an das jeweilige Antigen auf der Oberfläche des 

Fremdkörpers und löst damit die Immunreaktion aus14. Es wird zwischen zwei Arten, 

den polyklonalen- und monoklonalen Antikörpern unterschieden.  Natürliche 

polyklonale Antikörper 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 Zielmoleküle noch spezifischer 

binden zu können, wodurch eine Vielzahl diagnostischer und therapeutischer 

Anwendungen ermöglicht wird15. 

Im Folgenden wird hauptsächlich die Klasse Immunglobulin G (IgG) beschrieben, welche 

als ca. 150 kDa große Monomere überwiegend im Serum vorliegen und eine wichtige 

Rolle in der Bekämpfung von Viren und Bakterien spielen16,17. Der strukturelle Aufbau 

eines IgG-Antikörpers ist in Abbildung 3.1 dargestellt. 
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Abbildung 3.1   Struktureller Aufbau eines IgG-Antikörpers mit schematischer Glykosylierung 

 

Die hohe Heterogenität von Antikörpern lässt sich durch ihre strukturelle 

Zusammensetzung erklären. In der Regel setzen sich Antikörper aus zwei schweren 

Ketten (HC, engl. heavy chains) und zwei leichten Ketten (LC, engl. light chains) 

zusammen, welche über kovalente Disulfidbrücken zu einer Y-Form verbunden sind. Die 

HC und die LC sind jeweils in variable und konstante Domänen unterteilt, wobei die 

variablen Domänen einer leichten und einer schweren Kette gemeinsam die 

Antigenbindestelle darstellen. Dieses sogenannte Paratop ist für den jeweiligen 

Antikörper spezifisch, während die konstanten Regionen bei allen Antikörpern einer 

Klasse gleich aufgebaut sind und der Signalweiterleitung dienen. Man unterscheidet 

zwischen fünf verschiedenen Klassen von Antikörpern, deren konstante Region jeweils 

für die Interaktion mit bestimmten Rezeptoren und Proteinen des eigenen 

Komplementsystems spezialisiert ist, um gezielte Immunreaktionen auslösen zu 

können18–20. 
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Zusätzlich zu dem beschriebenen Aufbau weisen die beiden schweren Ketten zwei 

besondere Attribute auf. Gemeinsam bilden sie eine flexible, zwölf Aminosäuren lange 

Gelenkregion, welche die Drehbarkeit und Flexibilität des Antikörpers erhöht20,21. 

Außerdem bindet die zweite konstante Region (CH2) in Säugerzellen post-translational 

eine Oligosaccharid-Gruppe, die je nach addierten Zuckerresten verschiede Glykoformen 

aufweisen kann. Dabei ist das Glykosylierungsmuster abhängig von dem 

antikörperproduzierenden Zelltypen sowie von möglichen Variationen im 

Produktionsprozess22. Eine der typischen Variationen bei IgGs sind die Glykoformen 

G0F, G1F und G2F, welche die Galactosylierungsanzahl der Zuckerkette beschreiben23. 

Diese Glykosylierungen beeinflussen die Zytotoxizität des Antikörpers und tragen 

maßgeblich zur bioaktiven Funktionalität bei. Darüber hinaus wirken sich verschiedene 

Glykoformen auf die Stabilität, Löslichkeit und Konformation des Antikörpers aus22,24. 

3.1.1  Anwendung monoklonaler Antikörper 

Der Aufbau der mAbs und die damit verbundene Spezifität für verschiedenste targets 

ermöglichen vielseitige Anwendungsbereiche. Diese umfassen sowohl experimentelle 

und diagnostische Verfahren, als auch therapeutische Maßnahmen5,25–28. In der 

Labordiagnostik wird die Antikörper-Antigen-Bindung mit detektierbaren Liganden 

genutzt, wodurch spezifische Antigene nachgewiesen und quantifiziert werden können.  

Dafür werden radioaktive Isotope, Fluoreszenzfarbstoffe oder Enzyme, welche 

bestimmte Farbreaktionen katalysieren, verwendet29. Diese Methoden finden unter 

anderem bei Western Blots,  Enzyme-linked Immunosorbet Assays (ELISA) und Antikörper 

Microarrays Anwendung30–34. 

Anfänglich wurden Antikörper hauptsächlich über die gezielte Immunisierung von 

Mäusen hergestellt. Der Einsatz im humantherapeutischen Bereich war aufgrund 

unerwünschter Immunreaktionen gegen die verwendeten murinen Antikörper zunächst 

jedoch nicht erfolgreich27,35. Diese murinen Antikörper werden im menschlichen 

Organismus durch den humanen anti-Maus Antikörper (HAMA, engl. human anti-mouse 

antibody) selbst als Antigen erkannt, aktivieren damit das Immunsystem und sind somit 

für die Therapie ungeeignet. HAMA bindet dabei hauptsächlich an die konstante Region 

des murinen Antikörpers36. 
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Zur standardisierten Herstellung von mAbs wurde die Hybridomtechnologie entwickelt, 

bei der entartete Lymphozyten mit antikörperbildenden Lymphozyten hybridisiert 

werden. Die entstandene Fusionszelle wird als Hybridomazelle bezeichnet und 

kombiniert die dauerhafte Teilungsfähigkeit mit hoher Antikörperproduktion, wodurch 

Antikörper in Laborkulturen produziert werden können37,38. 1984 wurden chimäre 

Antikörper entwickelt, welche die humanen konstanten Regionen mit variablen 

Regionen der Maus kombinieren39. Dadurch wird eine verbesserte Interaktion mit den 

humanen Zellen des Komplementsystems ermöglicht und die problematische 

Immunogenität verringert. Für einen zuverlässigen Einsatz im therapeutischen Bereich 

reichte diese Anpassung jedoch nicht aus, da mit der variablen Region noch 30 % 

murine Sequenz vorliegen, welche weiterhin unerwünschte Immuneffekte hervorrufen 

kann. Um auch diese zu überwinden wurden in den darauffolgenden Jahren 

humanisierte Antikörper entwickelt, welche nur die komplementaritätsbestimmende 

Region (CDR, engl. complementary determining region) der variablen Domäne aus der 

Maus enthalten40. Jedoch kann auch die Humanisierung die Möglichkeit einer 

Immunreaktion nicht ausschließen, da der Erfolg und Grad der Humanisierung von den 

einzelnen Antikörpern abhängt. Außerdem sind die CDRs humanisierter Antikörper, 

welche den größten Teil der Antigen-Interaktion vermitteln, weiterhin nicht 

menschlichen Ursprungs41. 

In der heutigen therapeutischen Anwendung werden daher vorwiegend vollständig 

humane Antikörper eingesetzt, da sie von den körpereigenen Antikörpern nicht 

unterscheidbar sind und damit das geringste Risiko der Immunogenität aufweisen42. 

Allerdings erfordert der Einsatz von humanen Antikörpern neue Verfahren, da die 

herkömmliche Immunisierungs- und Hybridomtechnologie nicht immer auf menschliche 

Spender übertragen werden konnte. Bei in vitro Selektionsverfahren wie dem 

Antikörper-Phagen-Display besteht im Gegensatz dazu keine Abhängigkeit von der in 

vivo Immunreaktion des Spenderorganismus43–45. Dieser Ansatz erlaubt die 

Identifikation von Antikörpern gegen fast jede Art von Antigenen und ein breites 

Spektrum an Epitopen. Dabei werden Antikörperfragmente oder gesamte Proteine auf 

der Oberfläche von Bakteriophagen präsentiert, um anschließend einen 

korrespondierenden Bindepartner zu identifizieren. Aus den so isolierten Phagen 

können daraufhin die zugehörigen Antikörpergene isoliert und sequenziert werden43–45. 
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Adalimumab wurde als erster humaner Antikörper aus Antikörper-Phagen-Display 

hergestellt und durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. Dieser 

bindet und inaktiviert den 17 kDa großen Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α), welcher 

in erhöhten Konzentrationen eine Vielzahl von immunvermittelten Erkrankungen wie 

Morbus Crohn und rheumatoide Arthritis auslöst46–48. 

Es besteht demnach ein enger Zusammenhang zwischen dem Aufbau und der Funktion 

der eingesetzten Antikörper, vor allem im Hinblick auf die Verträglichkeit sowie die 

Wirksamkeit in der therapeutischen Anwendung. 

 

3.2  Produktion monoklonaler Antikörper 

Monoklonale Antikörper werden heutzutage meist ausschließlich in rekombinanten 

Säugerzellen produziert. Diese sind in der Lage die produzierten Antikörper post-

translational zu modifizieren. Somit addierte humanähnliche Glykosylierungen 

optimieren die Pharmakodynamik und ermöglichen den erfolgreichen Einsatz in der 

Humanmedizin49. Zu den dabei meistverwendeten Zelllinien gehören die Chinese 

Hamster Ovary (CHO) Zellen mit mutationsbedingter Dihydrofolat-Reduktase (DHFR)-

Defizienz, welche die Selektion von 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, ermöglicht. CHO Zellen wurden 1957 

aus den Ovarienzellen eines chinesischen Zwerghamsters isoliert und können als 

Suspensionszellen in serumfreiem Medium mit hohen Zelldichten von bis zu mehreren 

100 mio Zellen/mL  kultiviert werden50–53. Zusätzlich weisen CHO Zellen eine hohe 

genetische Stabilität und stabile Expressionsraten für 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 Antikörpertiter54,55. 
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Als energetische Kohlenstoffquelle für Zellwachstum/-Teilung und Erhaltung der Zellen, 

sowie die Produktion rekombinanter Proteine verstoffwechseln CHO Zellen Glukose. 

Diese wird darüber hinaus zu einem Teil über Pyruvat zu Lactat konvertiert, welches in 

das Kulturmedium sekretiert wird. Die Umwandlung zu Lactat dient im Gegensatz zur 

vollständigen Oxidation von Glukose zu Wasser und CO2  weniger der Bildung von ATP, 

sondern hauptsächlich der Regenerierung von NAD+ aus NADH56. Eine Anreicherung 

von Lactat im Medium führt zu einer Absenkung des pH-Wertes und kann bei hohen 

Konzentrationen zellschädigend wirken. Bei verringerter Verfügbarkeit von Glukose 

sind CHO Zellen in der Lage ihren Stoffwechsel auf Lactatverbrauch umzuschalten, 

wobei Lactat über Pyruvat in den Citrat-Zyklus eingebracht wird57. Als Stickstoffquelle 

werden während der Kultivierung meist Aminosäuren wie Glutamin verwendet, welches 

zusätzlich einen Einfluss auf den Lactatstoffwechsel der Zellen hat. So wird nach dem 

Verbrauch von Glutamin und ausreichender Glucose- und Glutamatverfügbarkeit 

ebenfalls auf Lactatverbrauch umgeschaltet, bis die Glucosezugabe den Bedarf stark 

übersteigt oder die Glutaminkonzentration wieder ausreichend ansteigt.58–60 

Der Herstellungsprozess von mAbs lässt sich in den Upstream- und den Downstream-

Prozess unterteilen. Dabei beschreibt der Upstream-Prozess die Kultivierung der Zellen, 

während der Downstream-Prozess die Aufreinigung des produzierten Antikörpers 

umfasst61. Der Ablauf des Herstellungsprozesses ist in Abbildung 3.2 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3.2   Schematischer Ablauf eines mAb-Herstellungsprozesses, aufgeteilt in den Upstream- und 

Downstream-Prozess 
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3.2.1  Upstream-Prozess 

Der Upstream-Prozess der mAb Produktion lässt sich wiederum in drei wesentliche 

Schritte unterteilen: Die Vorkultur, den Produktionsprozess und die Zellabtrennung. 

Zunächst werden Zellen aus kryokonservierten Zellbanken revitalisiert und in der 

Vorkultur expandiert. Im industriellen Maßstab werden die Zellen dafür über mehrere 

Passagen kultiviert und in aufsteigend größere Kultivierungssysteme überführt um eine 

ausreichende Gesamtzellzahl für die Inokulation des Produktionsbioreaktors zu 

generieren62,63. Zusätzlich wird dem Medium in den ersten Passagen meist MTX 

zugegeben, welches in geringen Konzentrationen als Selektionsmarker der 

transfizierten Gene wirkt und hochexprimierende Zellen isoliert64,65. Für die Etablierung 

von Prozessen und die Untersuchungen im Laborumfeld wird die Vorkultur meist in 

Schüttelkolben durchgeführt, da hier nur ein geringes Inokulationsvolumen nötig ist. 

Für den Produktionsprozess werden überwiegend Rührkesselreaktoren verwendet, da 

diese eine gleichmäßige Durchmischung sowie zuverlässige Regelung von Temperatur 

und Begasung ermöglichen. Durch die Begasung mit Sauerstoff (O2) und 

Kohlenstoffdioxid (CO2) können Parameter wie die Gelöstsauerstoffkonzentration und 

der pH-Wert des Mediums geregelt werden55,62,66. Während industrielle 

Produktionsprozesse traditionell in großen Edelstahlreaktoren mit Arbeitsvolumen von 

mehreren tausend Litern durchgeführt werden, finden in der Prozessentwicklung und -

Optimierung im Laborumfeld meist Schüttelkolben und kleinere single-use Bioreaktoren 

Anwendung67. Diese vereinfachen die Prozessvorbereitung und führen somit zu Zeit- 

und Kosteneinsparungen. Außerdem erlauben sie die Durchführung mehrerer 

zeitgleicher Kultivierungen und ermöglichen somit komplexere Untersuchungen der 

Prozessparametereinflüsse. So können im Ambr®15 Mikrobioreaktorsystem 

beispielsweise 24 Kultivierungsvessel mit einem Arbeitsvolumen von nur 13 mL parallel 

betrieben und separat kontrolliert werden. Dabei werden die 

Gelöstsauerstoffkonzentration und der pH-Wert photometrisch über Sensorspots am 

Boden der Reaktorgefäße gemessen. Über eine Software werden sowohl die Temperatur 

als auch die Begasung geregelt, sowie die Probennahme und Zugabe der Feed-Lösungen 

automatisiert68,69. 
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Zur Intensivierung des Produktionsprozesses und der Optimierung des mAb Titers 

werden die Bioreaktoren heutzutage meist im Zufütterungssatzbetrieb (engl. Fed Batch) 

betrieben55,70,71. Der schematische Verlauf eines Fed-Batch Prozesses im Bezug auf die 

viable Zelldichte (VCD, engl. viable cell density) und Viabilität der Zellen, sowie die 

Konzentration an Substrat und Produkt ist in Abbildung 3.3 schematisch dargestellt. 

 

 

Abbildung 3.3   Schematischer Verlauf der Viabilität (rot), Substratkonzentration (gelb), VCD (braun) und 

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

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

 

Im Bezug auf das Zellwachstum lässt 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, während 

inhibitorische Stoffe im Medium akkumulieren. Aufgrund dieser Effekte stellt sich 

zunächst ein Gleichgewicht zwischen Wachstum und Zellsterben ein, die stationäre 

Phase (Abbildung 3.3, 3), bevor die Limitierungen überwiegen und der Prozess in der 

Absterbephase beendet wird (Abbildung 3.3, 4). 
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Das Produkt wird abhängig von der eingesetzten Zelllinie wachstumsgekoppelt oder 

nicht-wachstumsgekoppelt gebildet. Beim Einsatz von CHO Zellen lässt sich dabei meist 

eine maximale Produktbildung zum Beginn der stationären Phase feststellen49,55. 

Hinsichtlich der Prozessführung beginnt die Kultivierung mit einer Phase des 

Batchbetriebs von mehreren Tagen, woraufhin die Fütterung mit Feed-Lösungen 

beginnt. Diese enthalten wichtige Kohlenstoffquellen wie Glukose, sowie essentielle 

Aminosäuren für das Wachstum der Zellen und die Produktion des mAbs. Zusätzlich 

können basische Feed-Lösungen gleichzeitig für die Erhöhung des pH-Wertes der 

Kultivierung eingesetzt werden72. Durch die Zugabe der Feed-Lösungen wird einer 

Substratlimitierung entgegengewirkt, sodass die exponentielle Wachstumsphase der 

Zellen verlängert werden kann. Damit werden die maximale Zellzahl und der 

resultierende Antikörpertiter gesteigert, während Totzeiten des Reaktors durch die 

verlängerte Betriebsdauer verringert werden73,74. 

Während des Produktionsprozesses werden mehrere Kenngrößen aufgezeichnet und 

berechnet, welche Aufschluss über die Güte des Prozesses und das Wohlbefinden der 

Zellen geben. Dazu gehören neben physikalischen Parametern wie dem pH-Wert, der 

Gelöstsauerstoffkonzentration und der Kultivierungstemperatur unter anderem auch 

die Wachstumsrate und die Viabilität der Zellen, sowie der Produkttiter. Die mAbs 

werden von den CHO-Zellen sekretiert und können daher während der Kultivierung 

direkt im Überstand gemessen werden75–77. Je mehr dieser Kenngrößen kontinuierlich 

im laufenden Prozess überwacht werden können, desto besser kann die Prozessführung 

zugunsten optimaler Bedingungen für das Zellwachstum und die Antikörperproduktion 

geregelt werden. Für diese Art der dynamischen Prozessanpassung muss jedoch 

zusätzlich ein weitreichendes Verständnis über die Zusammenhänge der Parameter und 

der Prozessqualität vorhanden sein. 

Im Anschluss an den Produktionsprozess folgt der letzte Upstream-Schritt. Während der 

Zellernte erfolgt die Abtrennung der Zellen und kleinerer Zelltrümmer von dem 

Kulturüberstand. Dafür wird häufig die Zentrifugation verwendet, da diese eine einfache 

und kosteneffiziente Methode zur Zellabtrennung darstellt78. Die Zentrifugation basiert 

auf der Sedimentation der Zellen durch Fliehkräfte und anschließende Entnahme des 

mAb-haltigen Überstandes. Dabei beeinflussen Faktoren wie die Dauer und die 
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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 häufig Kieselgur verwendet, was durch 

eine Oberflächenvergrößerung die Kapazität und Trennleistung des Filters verbessert. 

Der erhaltene Kulturüberstand wird im Downstream-Prozess verarbeitet, um die 

monoklonalen Antikörper weiter aufzureinigen79,80. 

3.2.2  Downstream-Prozess 

Über die letzten Jahrzehnte wurde der Upstream-Prozess hinsichtlich der Produktivität 

und damit maximaler Antikörpertiter optimiert. In heutzutage etablierten industriellen 

Fed-batch Prozessen können Titer von über 10 g/L erreicht werden. Zusätzlich wurden 

auch das Volumen und die Zahl der parallel betriebenen Produktionsreaktoren deutlich 

erhöht81,82. Häufig wird jedoch der somit erreichte Kapazitätsanstieg des Upstream-

Prozesses durch die traditionellen Downstream-Methoden ausgebremst61,83. 

Aufgrund des somit entstehenden Engpasses wird der zellfreie Kulturüberstand meist in 

Lagertanks aufgefangen und von dort schrittweise weiterverarbeitet. Als erster 

Aufreinigungsschritt folgt der sogenannte Antikörper-capture mittels Protein A-

Chromatographie. Dafür werden chromatographische Säulen mit immobilisiertem 

Protein A verwendet, welches die hoch konservierte Fc-Region des Antikörpers bindet84. 

Dieser Schritt stellt die Aufkonzentrierung dar, indem der gebundene Antikörper durch 

einen Elutionspuffer mit niedrigem pH-Wert wieder gelöst wird. Die Betriebsweise 

dieser Chromatographie wird daher auch als bind and elute bezeichnet und kann bereits 

Produktreinheiten von über 95 % erreichen. Somit stellt die Protein A-

Chromatographie, trotz des kostenintensiven Säulenmaterials und technischer 

Einschränkungen im Bezug auf Durchflussraten und die Abmessungen der verwendeten 

Säulen, als meist genutzter Capture-Schritt einen wichtigen Teil des Downstream-

Prozesses dar85.  

Nach Vorgaben der FDA muss die Aufreinigung neben den chromatographischen 

Methoden zwei Schritte der Virusreduktion umfassen, um den sicheren Einsatz im 

klinischen Umfeld zu gewährleisten. Nach der Protein A-Chromatographie folgt daher 

eine Virusinaktivierung bei einem pH-Wert ≤ 3,8. Die Inkubation in saurem Milieu zeigte 
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erfolgreiche Inaktivierung von Retroviren für eine Vielzahl von biotechnologischen 

Prozessen. Dabei werden schwache Säuren wie 0,5 molare Phosphorsäure zur 

Einstellung des pH-Wertes eingesetzt. Starke Säuren wie Salzsäure werden hingegen 

vermieden um Denaturierung und Aggregation der Antikörper in der lokalen Region der 

Zugabe zu verhindern82,86. Anschließend folgt ein Pufferwechsel mittels Ultra-

/Diafiltration zur Vorbereitung auf die nachgeschalteten Polishing-Schritte. Diese 

umfassen häufig 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-Moleküle entfernt. Nach den Chromatographie-Schritten und einer weiteren 

Virusfiltration werden die aufgereinigten Antikörper mittels Ultra-/Diafiltration in den 

Formulierungspuffer überführt und für die jeweilige Verwendung abgefüllt61,82,85. 

 

3.3  Qualitätskontrolle 

Die Qualität des Herstellungsprozesses und des produzierten Antikörpers ist ein 

wichtiger Faktor für die Verwendung im klinischen Umfeld. Dabei kann zwischen 

prozessbezogener und produktbezogener Qualität unterschieden werden87,88. Während 

des Upstream-Prozesses geben die Viabilität, die Wachstumsrate und die Zelldichte 

Aufschluss über das Wohlbefinden und die Leistungsfähigkeit der Zellen89. Im Anschluss 

an die Zellabtrennung werden weitere prozessbezogene Zielgrößen untersucht. Dazu 

gehören sowohl der Produkttiter als auch das Verhältnis von produzierten Antikörpern 

zu Verunreinigungen wie HCPs und DNA90–92. Diese Verunreinigungen haben einen 

starken Einfluss auf die folgenden Downstream-Schritte und müssen minimiert werden, 

um den gesamten Prozess produktiv und kosteneffizient zu halten61. Während der 

Prozessentwicklung ist besonders die Korrelation der Zielgrößen, also die Verbindung 

von Zelldichte und Viabilität zu den beschriebenen Verunreinigungen für die 

Prozessführung- und Kontrolle von großer Wichtigkeit. Dabei ist diese 

Wechselbeziehung über die einzelnen Schritte des Upstream-Prozesses hinaus zu 

betrachten89,90. 
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Im Anschluss wird die produktbezogene Qualität untersucht um die Verträglichkeit und 

Funktionalität des produzierten Antikörpers sicherzustellen. Dazu  werden unter 

anderem Attribute wie die Ladungsvarianten und das Glykosylierungsmuster der 

Antikörper gezählt19,93–95. Die Untersuchung der Ladungsvarianten wird in der Industrie 

als Standardanalyse zum Vergleich der Antikörperheterogenität zwischen 

verschiedenen Produktionschargen verwendet. Die Oberflächenladung 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) angewendet96–98. 

Die Glykosylierungsmuster der produzierten Antikörper sind eine wichtige Zielgröße im 

Hinblick auf die Stabilität, Pharmakodynamik und negative Immunreaktionen, weshalb 

die Verteilung und  Heterogenität der Glykoformen ebenfalls in festgelegten Grenzen 

liegen muss22,24,99. Meist werden flüssigchromatographische Verfahren mit 

nachgeschalteter Massenspektrometrie (LC-MS, engl. Liquid Chromatography – Mass 

Spectrometry) eingesetzt um die Verteilung der Glykoformen nachzuweisen93,100. 

3.3.1  Bioaktivitätsassay 

Zur Verwendung monoklonaler Antikörper im medizinischen Bereich muss neben der 

geringen Heterogenität auch die biologische Aktivität nach der Produktion und der 

Aufreinigung erhalten bleiben101. Die Bioaktivität beschreibt die Wirksamkeit des 

Antikörpers, ein spezifisches Antigen zu binden und stellt damit ein weiteres 

produktbezogenes Qualitätsattribut dar, welches mittels Bioaktivitätsassays 

nachgewiesen werden kann102. Im Gegensatz zu den Analysen der Ladungsvarianten 

und Glykosylierungen muss der Assay spezifisch auf die Funktion des jeweiligen 

Antikörpers angepasst werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wird ein mAb produziert und analysiert, welcher als Antigen 

den Tumornekrosefaktor TNF-α bindet. Bei bestimmten Entzündungskrankheiten wirkt 

TNF-α als Initiator des programmierten Zelltodes, der Apoptose, indem er den 

Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR-1) bindet und die molekulare Apoptosekaskade 

auslöst46,103,104. 
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Damit kann auch bei Zelllinien, die sensitiv auf TNF-α reagieren, gezielt Apoptose 

induziert werden. Der darauf basierende Bioaktivitätsassay ist in Abbildung 3.4 

methodisch dargestellt. 

 

 

Abbildung 3.4   Schematische Durchführung des Bioaktivitätsassays mit Positivkontrolle (1), 

Negativkontrolle (2) und bindungsbasiertem Assay (3), (verändert nach105) 

 

Als analytisches System werden adhärente 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. Anschließend werden dem Medium parallel TNF-α und 

der neutralisierende Antikörper hinzugefügt. Als Positivkontrolle wird reines TNF-α 

verwendet, während die Zugabe des reinen Antikörpers die Negativkontrolle 

darstellt105,106. Nach der Behandlung wird die Viabilität der L929-Zellen mittels 

CellTiterBlue® Assay analysiert. Dieser basiert darauf, dass viable Zellen Resazurin zu 

Resorufin reduzieren, welches über die Fluoreszenzemission bei 590 nm quantitativ 

nachgewiesen wird107.  
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In der Positivkontrolle zeigen die Zellen durch die apoptoseinduzierende Wirkung von 

TNF-α eine verringerte Viabilität (Abbildung 3.4, 1). Bei der Zugabe des Antikörpers in 

der Negativkontrolle tritt kein Effekt ein und die Zellen verbleiben viabel (Abbildung 3.3, 

2). Bei der parallelen Zugabe bindet der Antikörper den freien TNF-α, wodurch das 

Auslösen der Signalkaskade zur Apoptose in den L929-Zellen unterbunden wird 

(Abbildung 3.4, 3). Dabei bindet die Fab-Region des bioaktiven Antikörpers spezifisch an 

TNF-α und verhindert damit die Aktivierung von TNFR-146. Somit lässt sich die Viabilität 

der Zellen mit der Bioaktivität des eingesetzten Antikörpers korrelieren und durch den 

Vergleich mit unbehandelten Referenzkulturen  quantifizieren106. 

 

3.4  Quality by Design 

Anhand der beschriebenen Qualitätsattribute lassen sich der Prozess und das Produkt 

evaluieren. Der traditionelle Ansatz zur Qualitätskontrolle in der chemischen und 

biopharmazeutischen Industrie ist jedoch sehr unflexibel und bietet nur limitierte 

Möglichkeiten zur qualitätsbezogenen Prozessregulierung. Die Produktqualität 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 Einsatzmöglichkeiten von monoklonalen 

Antikörpern jedoch die Notwendigkeit für schnellere Produkt- und Prozessentwicklung, 

sowie flexibel kontrollierbare Produktionsketten. Dabei liegt der Fokus auf der 

überwachten und geregelten Prozessführung zur Sicherstellung der hohen 

Qualitätsstandards und schneller regulatorischer Zulassung. Dafür ist allerdings ein 

weitreichendes Prozessverständnis im Bezug auf die Interaktion von Einflussfaktoren 

auf die prozess-/produktbezogener Qualitätsattribute notwendig2,108. 
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Um diese Anforderungen umzusetzen, wurde das QbD Prinzip als risikobasierter Ansatz 

für pharmazeutische Entwicklung und Herstellung entwickelt. Dieser wurde 2004 im 

Rahmen der Current Good Manufacturing Practice for the 21st century Initiative 

eingeführt109. Darauf basierend veröffentlichte die FDA ein Leitprotokoll für Qualität 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 Produktqualität, Kosteneffizienz und schnelleren Entwicklung unter 

Einhaltung der gegebenen Vorschriften. Die Qualität wird während der 

Prozessentwicklung integriert, anstatt sie im Anschluss an den Prozess zu 

analysieren108,114. Dieser Ansatz setzt somit voraus, dass aus einem optimierten und 

geregelten Prozess ein Produkt mit hoher Qualität resultiert. Damit können Hersteller 

den regulatorischen Aufwand für postkommerzielle Prozessänderungen reduzieren, was 

eine höhere Flexibilität in der biopharmazeutischen Produktion und Qualitätskontrolle 

ermöglicht109. 

Bei einem graduellen QbD Ansatz wird der Herstellungsprozess in einzelne 

Prozessschritte mit intermediären Qualitätsmerkmalen unterteilt. Daraufhin können die 

erhaltenen Ergebnisse und das Prozessverständnis zusammengefügt werden, um den 

Prozess holistisch zu beschreiben90. Dementsprechend müssen zunächst die kritischen 

Prozessparameter, intermediäre Qualitätsattribute des Prozesses, sowie die kritischen 

Qualitätsattribute des produzierten Antikörpers definiert werden. Durch die 

strukturelle Verknüpfung der CPPs mit den CQAs kann somit ein Design Space für den 

untersuchten Prozess etabliert werden115,116. 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, verändert nach 3), Visuelle 

Darstellung des Design Space mit dazugehörigen Bereichen (B, verändert nach67,117) 

 

Der QbD Ansatz beginnt mit der Festlegung des gewünschten Qualitätsprofils des 

jeweiligen Prozessschrittes und des Produktes (QTPP, engl. quality target product profil) 

sowie der Identifizierung der variablen Prozessparameter117. Als graphisches Hilfsmittel 

wird dafür häufig das sogenannte Ishikawa-Diagramm verwendet. Dieses visualisiert 

und kategorisiert Prozessparameter und ermöglicht die Identifikation von 

Problemursachen118. 

Daraus werden mithilfe einer Risikoanalyse sowohl die CQAs als auch die CPPs 

bestimmt119. 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 möglicher Fehler auftritt, „S“ bewertet die 

potentielle Auswirkung eines solchen Fehlers auf den Gesamtprozess und das Produkt, 

und „D“ beschreibt die Möglichkeit 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 Risikoprioritätsnummer (RPN, engl. risk priority number)120. Dabei 

werden Parameter mit hoher RPN als kritischer eingestuft. Damit festgestellte CPPs 

werden für die weitere Untersuchung als Faktoren und die festgelegten CQAs als 

Zielgrößen 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 vollständigen Bewertung nicht ausreichen, können 

Screening Experimente verwendet werden, um insignifikante Parameter 

auszuschließen117. Die definierten CPPs werden zur weiteren Charakterisierung ihres 

Einflusses auf den Prozess und die Produktqualität in einem DoE untersucht. Im 

Gegensatz zu Versuchsstrukturen wie dem sogenannten changing one single variable at 

a time (COST) Ansatz, erlaubt DoE die strukturelle Verknüpfung mehrerer Faktoren und 

deren Einfluss auf bestimmte Zielgrößen. Dabei werden mehrere Variablen gleichzeitig 

verändert, womit der Prozessraum auf das globale Optimum hin untersucht werden 

kann121. Der schematische Aufbau und die Limitierung des COST Ansatzes sowie der 

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

 

Abbildung 3.6   Schematische Darstellung des COST Ansatzes (verändert nach 121) 
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Der COST Ansatz, bei dem jeweils nur ein Faktor verändert und dessen Einfluss auf die 

Zielgröße untersucht wird, ist meist ineffektiv und gibt nicht notwendigerweise 

Aufschluss über das reale Optimum. Dies führt vor allem bei Interaktionen von Faktoren 

zu Fehlinterpretationen, da es scheint als wäre ein Optimum erreicht sobald sich das 

Ergebnis nicht weiter verbessert121. Dieses Problem kann durch den DoE Ansatz gelöst 

werden, wobei in einer strukturellen Reihe von Experimenten alle relevanten Faktoren 

gleichzeitig verändert werden. Dabei formen vollfaktorielle Designs die Basis für alle 

klassischen experimentellen Designansätze in Screening-, Optimierungs- und 

Robustheitsversuchen. Zunächst werden für jeden Faktor eine niedrige Stufe (-1) und 

eine hohe Stufe (+1) definiert, welche orthogonal angeordnet werden um den 

experimentellen Raum aufzuspannen. Durch den gleichmäßig rechteckigen Aufbau 

werden weniger Versuchsläufe pro untersuchten Faktor benötigt und es können 

zusätzlich Faktorinteraktionen untersucht werden. Die Interpolation ermöglicht dabei 

die Identifizierung einer Richtung für das reale Optimum (Abbildung 3.6, rechts)121,122.  

Das eingesetzte Design variiert dabei je nach Anzahl der untersuchten Faktoren und der 

Komplexität der zugrundeliegenden Fragestellung123. Für die Validierung und 

Feststellung der Reproduzierbarkeit werden in der Mitte des Versuchsraums 

Experimente in Replikaten ausgeführt. Über diese Zentralpunkte lässt sich eine Aussage 

über die allgemeine Varianz der Zielgrößen und die Reproduzierbarkeit des gesamten 

Prozesses treffen. Natürliche Erweiterungen des vollfaktoriellen Designs werden als 

Central Composite Designs (CCD) bezeichnet. Dabei wird der Versuchsplan um die 

beschriebenen Replikate und zusätzliche Sternpunkte erweitert, welche gleichmäßig 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 α bezeichnet. Damit wird der Suchraum präzisiert, weshalb CCDs häufig 

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 unterscheiden121,124. Die 

Varianten sind in Abbildung 3.7 schematisch dargestellt und werden im Folgenden 

genauer beschrieben.  
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Abbildung 3.7 Varianten des Central Composite Designs, (verändert nach 124) 

 

In Central Composite Face centered (CCF) Designs liegen die Sternpunkte auf den Flächen 

des faktoriellen Raums, womit α = ±1 ist. Die Faktoren werden weiterhin auf drei Stufen 

variiert, der Suchraum wird somit genauer abgebildet. Dadurch kann zusätzlich ein 

quadratisches Modell vollständig 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 für die niedrigen und hohen Stufen. Damit werden 

fünf Stufen für jeden Faktor benötigt. Der Abstand hängt von dem untersuchten Prozess 

und den Eigenschaften der zu analysierenden Faktoren ab. Diese Designs haben eine 

zirkuläre oder sphärische Symmetrie und erweitern den Suchraum außerhalb der 

faktoriellen Eckpunkte.  

Central Composite Inscribed (CCI) Designs werden verwendet, wenn die Limits, welche 

für 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 fünf Stufen für 

jeden Faktor benötigt werden. Das CCI Design beschreibt damit ein verkleinertes CCC 

Design bei dem die Faktorwerte durch α dividiert wurden122,124. 
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Zur Durchführung der Experimente wird die Reihenfolge der generierten Versuchsläufe 

zufällig verteilt, um den möglichen Einfluss exogener Faktoren auf den gesamten 

Suchraum zu verteilen. Die generierten Daten werden mittels MVDA ausgewertet, wobei 

ein mathematisches Regressionsmodel die experimentellen Daten abbildet117. Das 

Modell wird anhand verschiedener Modellparameter auf statistische Signifikanz, 

Zuverlässigkeit zukünftiger Vorhersagen, potentielle Modellfehler und 

Reproduzierbarkeit überprüft. Dabei werden Faktoren, welche Null in dem zugehörigen 

Konfidenzintervall  einschließen als insignifikant bewertet und stufenweise aus dem 

Modell ausgeschlossen. Das erstellte Modell beschreibt die relevanten Faktoreffekte und 

-Interaktionen und damit die Einflüsse der einzelnen Faktoren auf die jeweiligen 

Zielgrößen121,123,125. Ein schematischer Effektplot eines dreidimensionalen CCF Designs 

ist in Abbildung 3.8 dargestellt. 

 

Abbildung 3.8  Design of Experiments Versuchsplan mit dreidimensionalem CCF Design und 

zugehörigem theoretischen Effektplot mit Faktoreffekten/-Interaktionen und quadratischen Effekten 

 

Die Faktoreffekte weisen, abhängig von ihrem positiven oder negativen Einfluss auf die 

untersuchte Zielgröße, entsprechende Koeffizienten auf. Zusätzlich können 

Interaktionseffekte zweier Faktoren (X1*X3) sowie quadratische Effekte (X2*X2) eines 

einzelnen Faktors identifiziert werden. Darüber 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 Zielgröße 

können zusätzlich Konturdiagramme erstellt werden121. Anhand der somit gewonnenen 

Informationen können optimale Prozessbedingungen definiert und ganzheitlich der 

Design Space für den untersuchten Prozessschritt etabliert werden. Die Monte-Carlo-

Simulation bietet eine einfache Möglichkeit zur Untersuchung der Einflüsse zufälliger 

Variationen der Eingangsfaktoren. Dabei wird zunächst ein mathematisches 

Prozessmodell erstellt in dem die Faktorgrößen durch Zufallszahlen aus geeigneten 

Verteilungsfunktionen ersetzt werden. Dadurch werden die Zielgrößen in Verteilungen 

umgeformt deren Eigenschaften durch das Modell und die Verteilung der zufälligen 

Variablen bestimmt wird. Durch die Kombination dieser Modellverteilung und der 

gesetzten Grenzen der betrachteten Qualitätsattribute lässt sich der Design Space 

berechnen. Dieser repräsentiert dabei eine multidimensionale Verbindung und 

Interaktion von Prozessparametern, welche die Einhaltung der definierten 

Qualitätsattribute sicherstellen3,117. Innerhalb des Design Space liegt der für die 

Betriebsführung und Prozesskontrolle angewendete Betriebsbereich mit optimalen 

Sollwerten der einzelnen CPPs116. Das flexible Arbeiten innerhalb des definierten Design 

Space wird im industriellen Umfeld nicht als Prozessveränderung angesehen und 

benötigt daher keine erneute Zulassung. Dies ermöglicht die Einsparung von Zeit und 

Kosten sowie der Aufrechterhaltung eines stetigen Arbeitsflusses126. 
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4  Experimenteller Teil 

Die Integration des Quality by Design Prinzips erfolgte graduell in den verschiedenen 

Upstream-Schritten der Herstellung eines monoklonalen Antikörpers. Die Ergebnisse 

wurden separat in peer-reviewed Fachzeitschriften veröffentlicht. 

Für 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 Zielgrößen für den 

jeweiligen Prozessschritt analysiert. Dabei erlaubte die Einteilung in einzelne 

Prozessschritte eine tiefergehende Analyse und genauere Definition der jeweiligen 

Design Spaces. Die Verknüpfung der Ergebnisse und der Bezug auf die Qualitätsattribute 

der vorherigen und nachfolgenden Prozessschritte ermöglichte darüber 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 erläutert.  
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4.1  Implementierung von QbD Strategien in die Vorkultur eines 

                    mAb-Herstellungsprozesses 

 

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 Antikörpern verwendet. Es ermöglicht die strukturierte Etablierung, 

Analyse und Optimierung der Prozess- und Produktqualität. Dabei sind Untersuchungen 

der frühen Prozessschritte bisher sehr limitiert eingeschlossen. Die Vorkultur wird 

häufig nicht so überwacht und geregelt wie der Produktionsprozess in größeren 

Bioreaktoren, weshalb kritische Einflüsse der Vorkulturparameter auf den weiteren 

Prozess nicht vollständig verstanden sind und oft unterschätzt werden. Die Richtlinien 

der FDA sehen die Anwendung von QbD jedoch für die gesamte Produktionskette eines 

biopharmazeutischen Produktes vor111,114. 

Daher beschreibt der folgende Artikel die Verbindung von Prozessparametern der 

Vorkultur mit der Qualität des Produktionsprozesses. Zunächst 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 Schüttelkolben durchgeführt. 
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Dabei wurde die viable Zelldichte zwischen 0.1 - 0.3 x 106 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 Qualität der Vorkultur wurde anhand der Wachstumsrate 

und Endviabilität der letzten Passage bewertet. Diese Inokulationsparameter 

beeinflussen den nachfolgenden Produktionsprozess, in dem zusätzlich die 

Wachstumsrate, die Endviabilität sowie der mAb Gesamttiter und die spezifische 

Produktivität als Zielgrößen betrachtet wurden. Zunächst wurden die erstellten Modelle 

validiert und anschließend die Faktoreffekte und Interaktionen ausgewertet. Dabei 

wurden zur Interpretation der Ergebnisse verschiedene Plots erstellt und schließlich ein 

Design Space für den untersuchten Prozessschritt definiert. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Passagendauer den Schlüsselparameter der 

Vorkultur darstellt und sie in Interaktion mit der viablen Zelldichte der Passagen einen 

kritischen Einfluss auf die Qualität des untersuchten Prozesses zeigt. Eine reduzierte 

MTX Konzentration und verringerte Passagendauer verbesserte außerdem die Viabilität 

und Wachstumsrate der Vorkultur und des Produktionsprozesses. Zusätzlich wurde eine 

antiproportionale Wirkung auf die spezifische Produktivität festgestellt. Dies bedeutet, 

dass die Zellen unter suboptimalen Wachstumsbedingungen mehr Antikörper 

produzieren. Dieser Effekt konnte jedoch die erhöhten Wachstumsraten und Zelldichten 

der anderen Versuchsläufe 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 anschließend durch geeignete PAT Maßnahmen überwacht 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. 
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4.2 Optimierung eines mAb-Produktionsprozesses im Hinblick 

                     auf Robustheit und Produktqualität mithilfe von Quality by 

                     Design Prinzipien 

 

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 zunächst auf 

intermediäre Qualitätsattribute, wie Zellwachstum und Viabilität, gelegt bevor im 

weiteren Verlauf die Produktivität und Produktqualität betrachtet wurden. Damit 

schließt 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 für die Prozess- und Produktqualität 

bewertet. Dabei wurden gewonnene Erkenntnisse des vorherigen Artikels mit in die 

Risikoanalyse einbezogen89. So wurde der Einfluss der initialen Zelldichte der 

Kultivierung aufgrund der Ergebnisse der Vorkultur als kritisch bewertet. Auch die 

Dauer der Vorkulturpassagen zeigte große Effekte in der vorausgehenden Studie, 

weshalb die Dauer der N-1 Passage ebenfalls als kritischer Faktor für den 

Produktionsprozess festgelegt wurde. Darüber hinaus wurden der pH-Wert und die 

Gelöstsauerstoffkonzentration des Kulturmediums als CPPs identifiziert. 
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In dem entwickelten DoE wurde der pH-Wert zwischen 6.9 - 7.3, die 

Gelöstsauerstoffkonzentration 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. Zusätzlich wurde die initiale Zelldichte auf fünf 

Stufen zwischen 1 - 5 x 106 Zellen/mL variiert und teilfaktoriell auf den Eckpunkten des 

Würfels in das experimentelle Design integriert. Zur Optimierung der Durchführbarkeit 

und der Vergleichbarkeit der 33 experimentellen Läufe wurden die Kultivierungen als 

scale-down Modell in dem Ambr®15 Mikrobioreaktorsystem durchgeführt. Dies 

ermöglicht eine schnellere Versuchsdurchführung und zusätzlich optimale Kontrolle der 

zu untersuchenden Prozessparameter. 

Als Zielgrößen wurden die Wachstumsrate und die integrale Zellkonzentration als Maß 

für das Zellwachstum und den Zellerhalt berechnet. Diese erlauben mögliche 

Rückschlüsse auf eine verzögerte Prozessdauer und damit verbundene 

Produktionskosten. Zur weiteren Analyse des Zellzustandes wurde die Endviabilität 

betrachtet, da eine hohe Viabilität während des Prozesses geringe Mengen an 

Zelltrümmern, DNA und HCPs sicherstellt. Diese Verunreinigungen sind zu minimieren, 

da durch erhöhte Konzentrationen der anschließende Downstream-Prozess aufwendiger 

und kostenintensiver gestaltet werden muss. Als intermediäre Qualitätsattribute der 

Antikörperproduktion wurden der Gesamttiter, die spezifische Produktivität, sowie das 

Verhältnis von produziertem mAb zu HCPs untersucht. 

Mittels MVDA wurden die Faktoreffekte und -Interaktionen festgestellt und der 

entsprechende Design Space für den Produktionsprozess definiert. Im Anschluss wurden 

zur Validierung der Ergebnisse drei Versuchspunkte mit Standard-, verbesserten und 

verschlechterten Bedingungen definiert, welche für eine erneute Kultivierung im 

Ambr®15 System genutzt wurden. Die produzierten Antikörper aus den 

Validierungskultivierungen wurden zusätzlich auf ihre Bioaktivität untersucht, welche 

ein direktes Produktqualitätsattribut darstellt. 

Es konnte gezeigt werden, dass die initiale Zelldichte und der pH-Wert des Mediums 

Schlüsselparameter für die Qualität des Produktionsprozesses darstellen. Dabei 

bestätigten 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 veränderten Substratverbrauch angepasst werden um eine 

Substratlimitierung oder Überfütterung der Zellen zu verhindern. Der pH-Wert zeigte 

einen nicht-linearen Einfluss, mit kritischen Effekten im niedrigen Bereich, sowohl für 

das Zellwachstum als auch die Produktbildung. Zusätzlich konnte ein deutlicher 

Zusammenhang zwischen der Endviabilität und dem Anteil an HCPs in dem 

Zellkulturüberstand festgestellt werden. 

Die Berechnung des Design Space ergab ein Optimum für den pH-Wert von 7.2, während 

die initiale Zelldichte auf 0.2 x 106 Zellen/mL verringert werden sollte. Die 

Gelöstsauerstoffkonzentration sollte entsprechend dem Standardprotokoll auf 60 % 

geregelt werden. Veränderungen der N-1 Dauer zeigten nur geringfügige Einflüsse auf 

den Produktionsprozess, weshalb eine Verzögerung der Inokulation von weniger als 

zwei Tagen durch optimale Prozesskontrolle ausgeglichen werden kann. Die 

Validierungskultivierungen bestätigten die Ergebnisse der DoE Versuche, wobei die 

Untersuchung der Bioaktivität innerhalb der analysierten Bedingungen keine 

signifikanten Unterschiede in der Produktqualität aufzeigte. Daraus wurde geschlossen, 

dass die Priorität in der Prozessführung 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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4.3 Anwendung von QbD Strategien zur Untersuchung des 

                     Einflusses der Zellviabilität und -Dichte auf die 

                     Zellabtrennung eines monoklonalen Antikörpers 

 

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 

mAb Herstellung wurde schließlich die Zellabtrennung untersucht. Diese beschreibt den 

finalen Schritt des Upstream-Prozesses und den Übergang 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 intermediären 

Qualitätsattributen mit folgenden Prozessschritten, wodurch eine holistische Analyse 

der Prozessrisiken und der Robustheit ermöglicht wird. 

Anhand der Ergebnisse der Produktionsprozessuntersuchungen wurden die kritischen 

Parameter sowie die Zielgrößen für die Zellabtrennung definiert90. Es wurde festgestellt, 

dass in dem untersuchten Kenntnisraum Antikörper mit gleichbleibender Bioaktivität 

produziert wurden. Daher wurden die Quantität sowie die Reinheit des Produktes als 

wichtigste Qualitätskriterien für den folgenden Downstream-Prozess festgelegt. 
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Als CPPs wurden die Viabilität und die Zelldichte definiert, da diese während des 

Produktionsprozesses wichtige Informationen über den Zellerhalt und mögliche 

Verzögerungen in der Prozessdauer geben. Eine verringerte Viabilität der Zellen wies 

darüber hinaus starke Zusammenhänge mit erhöhten Mengen an prozessbedingten 

Verunreinigungen im Zellkulturüberstand auf. Außerdem ist bekannt, dass hohe 

Zelldichten sich auf die Effektivität und Effizienz der Zellabtrennung auswirken 

können78. Diese Faktoren wurden in einem vollfaktoriellen DoE zusammengefasst, 

welcher durch den qualitativen Faktor der Zellabtrennungsmethode erweitert wurde. 

Damit wurden Filtration und Zentrifugation als primärer Abtrennungsschritt in 

Verbindung mit der Viabilität und der Zelldichte verglichen. Zur gezielten Einstellung 

der Viabilität wurde eine Behandlungsmethode mit dem zelltoxischen 

Topoisomeraseinhibitor Camptothecin (CPT) entwickelt. Mittels MVDA wurden die 

Ergebnisse der Experimente ausgewertet und ein Design Space für die primäre 

Zellabtrennung definiert. 

Es wurde gezeigt, dass die Viabilität zum Ende des Prozesses durch die Zugabe von CPT 

gezielt auf genaue Werte zwischen 60 % - 90 % variiert werden konnte. Der erwartete 

Einfluss der Viabilität auf die Menge an Oligonukleotiden und HCPs wurde bestätigt, 

womit sie einen Schlüsselfaktor für den anschließenden Downstream-Prozess darstellt. 

Die Untersuchung der Bioaktivität hingegen ergab keine signifikanten Veränderungen, 

weshalb diese als Qualitätsattribut bei der Berechnung des Design Space nicht weiter 

berücksichtigt wurde. Diese Ergebnisse zeigten damit jedoch erneut, dass die 

Veränderungen der untersuchten Parameter im Upstream-Prozess keinen Einfluss auf 

die Funktionalität des mAb haben. Auch die Zellabtrennungsmethode zeigte keinen 

kritischen Einfluss auf die analysierten Zielgrößen. Zusammengefasst sollte die Viabilität 

zum Ende des Prozesses nicht unter 85 % sinken und die Zelldichte zur Abtrennung auf 

bei 15 x 106 Zellen/mL eingestellt werden. Damit unterstreicht diese Studie die 

Wichtigkeit der Zellerhaltung über die gesamte Prozessdauer und die Notwendigkeit der 

Prozesskontrolle für eine hohe Reinheit des Zellkulturüberstandes 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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5  Zusammenfassung und Ausblick 

In der vorliegenden Dissertation wurde der Herstellungsprozess eines monoklonalen 

Antikörpers 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. Für jeden Prozessschritt 

wurde der Zusammenhang zwischen den Prozessparametern und der Prozess- bzw. 

Produktqualität untersucht. Der QbD Prozess folgte dabei dem mehrstufigen Ablauf aus 

Identifikation der kritischen Prozessparameter mittels Risikoanalyse und Festlegung 

der Zielgrößen als Qualitätsattribute des jeweiligen Prozessschrittes. Nach Erstellung 

und Durchführung eines Design of Experiments wurden die Daten mittels MVDA 

ausgewertet. Damit konnten Parametereffekte und -Interaktionen auf die bestimmten 

Qualitätsattribute analysiert und ganzheitlich ein Design Space zur robusten 

Durchführung 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 Zielgrößen wurden die 

Wachstumsraten und Endviabilitäten der Vorkultur und des anschließenden 

Produktionsprozesses sowie der Gesamtprodukttiter und die spezifische Produktivität 

der Zellen betrachtet. Die Analyse der Daten identifizierte die Dauer der Passagen als 

Schlüsselparameter und zeigte einen kritischen Einfluss der Vorkultur auf den 

nachfolgenden Prozessschritt. Mit verlängerter Passagendauer nahmen sowohl die 

Wachstumsraten als auch die Zellviabilitäten in der Vorkultur und dem nachfolgenden 

Produktionsprozess ab. Damit sank ebenfalls der Gesamttiter zum Abschluss des 

Produktionsschrittes. Eine entsprechende Überwachung und Kontrolle der 

Vorkulturdauer ist somit unerlässlich für ausreichendes Zellwachstum, optimale 

Zellerhaltung sowie hohe Antikörpertiter. Zusätzlich konnte ein entgegengesetzter 

Effekt von optimalen Wachstums- und Zellerhaltungsbedingungen und spezifischer 

Produktivität festgestellt werden. Die Zellen zeigten also unter suboptimalen 

Wachstumsbedingungen eine erhöhte spezifische Produktivität, welche jedoch nicht 

ausreichte die verringerte Zelldichte im Hinblick auf den Gesamttiter auszugleichen. 
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Entsprechend dem definierten Design Space sollte die Passagendauer und die MTX 

Konzentration für eine robuste Prozessführung reduziert werden, während 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. Anschließend 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 

Gelöstsauerstoffkonzentration des Mediums wurden mittels FMEA als kritische Inputs 

für den Produktionsprozess identifiziert. Zusätzlich zu den Parametern aus der 

Risikoanalyse wurden die Schlüsselparameter 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 fünf 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 Endviabilitäten der durchgeführten Versuchsläufe 

betrachtet. Im Bezug auf die Antikörperproduktion wurde der Gesamttiter, die 

spezifische Produktivität sowie das Verhältnis von produziertem mAb zu HCPs als 

Zielgrößen analysiert. Anhand der MVDA wurden der eingestellte pH-Wert sowie die 

initiale Zelldichte als Schlüsselparameter für den Produktionsprozess identifiziert. Der 

errechnete Design Space wurde anhand weiterer Versuchsläufe verifiziert, woraufhin die 

Bioaktivität der produzierten Antikörper untersucht wurde. Da alle untersuchten 

Proben eine intakte Bioaktivität aufwiesen, wurde der Effekt des Upstream-Prozesses 

auf die Funktionalität des mAbs als insignifikant eingestuft. Daher wurden hohe 

Zellerhaltung, optimale Antikörperproduktion sowie geringe Mengen an 

prozessbedingten Verunreinigungen als Ziel der Prozesskontrolle definiert. 
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Als Übergang 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 Viabilität und die Zelldichte als kritische Parameter 

definiert und in einem vollfaktoriellen Design untersucht. Zur gezielten Einstellung der 

Viabilität als variabler Faktor wurde die Behandlung der Zellen mit definierten 

Konzentrationen von CPT etabliert. Zusätzlich wurde die Methode der Zellabtrennung 

als qualitativer Faktor zwischen Zentrifugation und Filtration variiert. Die Untersuchung 

der Bioaktivität als direktes Qualitätsattribut des Produktes zeigte keine signifikanten 

Abweichungen zwischen den verschiedenen Versuchen, weshalb sie als Zielgröße für die 

Berechnung der Regressionsmodelle ausgeschlossen wurde. Dieses Ergebnis bestätigte 

erneut, dass innerhalb der untersuchten Prozessgrenzen des Upstream-Prozesses 

durchgehend Antikörper mit unveränderter Funktionalität produziert wird. 

Daher wurden das Verhältnis von produzierten mAbs zu HCPs sowie die Konzentration 

an verbliebene DNA als Maß für prozessbedingte Verunreinigungen definiert und als 

Zielgrößen untersucht. Die identifizierten Parametereffekte und der etablierte Design 

Space zeigte, dass die Viabilität über 85 % erhalten werden sollte, um eine ausreichende 

Reinheit des Kulturüberstandes für den folgenden Downstream-Prozesse 

sicherzustellen. Damit unterstreicht die Untersuchung der Zellabtrennung die 

Bedeutung optimaler Zellerhaltung während des Upstream-Prozesses. 

Zusammengefasst wurde die Vorkultur, der Produktionsprozess und die Zellabtrennung 

eines MAb-Herstellungsprozesses anhand der QbD Methodik graduell untersucht. Dieser 

Ansatz ermöglichte die Analyse von Prozessparametern und den damit verbundenen 

Qualitätsattributen sowie eine stufenweise Verknüpfung der einzelnen Prozessschritte. 

Schlüsselparameter mit kritischem Einfluss auf intermediäre Qualitätsattribute wurden 

in nachfolgenden Prozessschritten als Eingangsfaktoren eingesetzt und Zielgrößen über 

die Grenzen der einzelnen Prozessschritte hinweg betrachtet. Die etablierten Design 

Spaces definieren Arbeitsbereiche in denen eine robuste Prozessführung im Bezug auf 

eine optimale Zellerhaltung sowie eine hohe Antikörperproduktion garantiert ist. Dabei 

ist zu beachten, dass die Ergebnisse sehr prozessspezifisch sind, sodass die etablierten 

Grenzen für die Prozessentwicklung neuer biopharmazeutischer Antikörper nicht direkt 

übernommen werden können. 
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Die dargestellten Ergebnisse verdeutlichen jedoch die methodische Implementierung 

und den Nutzen der Analysestrategien des QbD Ansatzes und liefern Daten sowie 

Prozessverständnis, welche in der Risikoanalyse und Versuchsplanung zukünftiger 

Prozesse genutzt werden können. Darüber hinaus ermöglichen die Erkenntnisse über 

Prozesszusammenhänge die Verbesserung der Überwachung und Regelung. Die 

Vorkultur sollte demnach deutlich detaillierter analysiert werden. Außerdem können 

die gesetzen Grenzen des Design Spaces genutzt werden um fehlerhafte Prozesse 

frühzeitig abzubrechen, womit Zeit und Ressourcen eingespart werden können. Für den 

Produktionsprozess sollten neben der häufig eingesetzten Sensorik für pH- und 

Sauerstoffmessung auch die Viabilität und Zelldichte kontinuierlich im laufenden 

Prozess überwacht werden. Damit lässt sich das spezifische Feeding-Profil optimal an 

das Zellwachstum anpassen. Zusätzlich wird durch die in-line Überwachung eine gezielte 

Termination des Produktionsprozesses ermöglicht. Damit wird die Zellabtrennung  

durchgeführt bevor die Viabilität der Zellen in der letzten Phase des Prozesses zu weit 

absinkt und der Downstream-Prozess aufgrund der verstärkten Verunreinigungen 

aufwendig intensiviert werden muss. 

Im Hinblick auf kontinuierliche Kultivierungsprozesse ermöglichen die gewonnenen 

Prozesskenntnisse darüber hinaus die dynamische Anpassung der Prozessbedingungen. 

Damit können Prozesse, nach dem Auftreten von Fehlern in der Betriebsweise, in den 

Standardzustand zurückgeführt werden. Innerhalb der Grenzen des entwickelten Design 

Spaces wird dabei weiterhin ausreichende Prozess- und Produktqualität garantiert. 

Zur weiteren Charakterisierung des Upstream-Prozesses und der Produktqualität 

können außerdem zusätzliche Qualitätsattribute wie die Verhältnisse der Glykoformen 

und Ladungsvarianten untersucht werden. UHPLC-MS Analysen ermöglichen hierbei die 

Untersuchung des Endproduktes sowie die kontinuierliche Inprozesskontrolle. Darüber 

hinaus können die dargestellten Ergebnisse mit Studien des Downstream-Prozesses 

verbunden werden, um eine ganzheitliche Charakterisierung des vollständigen 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 

Unterstützende Angaben 

Supporting information – Implementation of QbD strategies in the inoculum expansion 

of a mAb production process 

 

 

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. 

Process Parameter Probability Severity Detection RPN 

MTX concentration 1 5 4 20 
Passage duration 3 3 2 18 
Passage VCD 2 2 4 16 
pH 2 3 2 12 
Thaw temperature 2 3 2 12 
Thaw duration 2 2 3 12 
Osmolality 1 3 3 9 
Media storage temperature 1 4 2 8 
Media storage time 1 4 2 8 
Initial VCD 1 2 4 8 
Type of cryo conservation  1 3 2 6 
Media temperature 1 3 2 6 
Cell line 1 5 1 5 
Temperature 1 5 1 5 
Incubator CO2 1 4 1 4 
Agitation speed 1 4 1 4 
Incubator humidity 1 3 1 3 
Non-/baffled flasks 1 3 1 3 
Working volume 1 2 1 2 
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Table S2.Numerical coding of varied process parameters. 

 -2 -1 0 1 2 

MTX concentration [nM] 0 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 
number 

MTX 
Conc. 

Passage 
Duration 

Passage 
VCD 

Inoculum 
Viability 

[%] 

Inoculum 
GrowthRate 

[1/d] 

Production 
Viability 

[%] 

Production 
Growth 

Rate 
[1/d] 

Total 
mAb 
Titer 
[g/l] 

SpecificmAb 
Titer 

[g/l*(106 

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 R2adj 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 mAb titer 0.94 0.914 0.827 < 0.0001 0.90 
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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 
number 

Initial 
VCD 

pH pO2 N-1 
duration 

Growth 
rate 

IVCC Viability Total 
mAb titer 

Specific 
mAb titer 

Peak 
proportion 

1 3 7.1 60 3 0.61 127.9 98.3 3.24 25.3 17.79 
2 1 6.9 40 2 0.57 33.4 97.9 0.84 25.2 3.78 
3 2 6.9 40 4 0.57 48.3 96.4 1.04 21.5 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 0.66 133.3 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 23.9 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 21.9 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 
rate 

IVCC Viability Total mAb titer Specific mAb titer Peak proportion 

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 

Experiment Growth 
rate 

IVCC Viability Total mAb titer Specific mAb titer Peak proportion 

Standard 1 0.60 139.6 97.3 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 77.9 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 [x106 cells/ml] 10 15 20 
Separation method Filtration - Centrifugation 

 

 

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

Experiment 
number 

Viability 
[%] 

VCD 
[x106 

cells/ml] 

Separation 
method 

mAb 
titer 
[g/L] 

Total 
protein 

[g/L] 

Proportion 
mAb [%] 

Residual 
DNA 

[ng/µl] 

Bioactivity 
low mAb 
conc. [%] 

Bioactivity 
high mAb 
conc. [%] 

1 99 10 Filtration 2.45 5.09 0.482 392.5 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 5.33 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 2.41 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/µl] 
 

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  Glucose Cedex Bio 
Lactate Lactate Cedex Bio 
Glutamine Glutamine V2 Bio 
Glutamate Glutamate V2 Bio 
Total protein  Total Protein Bio 
Monoclonal antibody  IgG Bio 

 

 

Table S5. Camptothecin standards 

CPT concentration [µM] 
 / incubation time [h] 

Proportion of apoptotic 
cells [%] 

Standard deviation [%] 

5 µM / 24 h 3.4 0.68 
5 µM / 48 h 13.3 2.31 
10 µM / 24 h 7.5 1.58 
10 µM / 48 h 20.9 2.38 
20 µM / 24 h 11.8 2.13 
20 µM / 48 h 27.6 3.04 
30 µM / 24 h 15.7 1.97 
30 µM / 48 h 38.2 2.93 

 

 

 

Equation S1. MLR equation for MVDA 

 

𝑅𝑖 = 𝑝0 + 𝑝1𝐹1 + 𝑝2𝐹2 + 𝑝3𝐹3 + 𝑝4𝐹1
2 + 𝑝5𝐹2

2 + 𝑝6𝐹3
2 + 𝑝7𝐹1𝐹2 + 𝑝8𝐹1𝐹3 + 𝑝9𝐹2𝐹3 

 

Here, 𝑅𝑖  is one of the four responses, p0 is the intercept, pj are the coefficients of the 

factors F1, F2 and F3. 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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