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Tartalmi 6sszefoglald

A monoklonalis antitest-alapl gyogyszerkészitmények igen nagy jelentdséggel birnak a
gyogyszeriparban. Eldallitasuk azonban bioreaktoros emldssejtes tenyészetekkel torténik,
amely igen komplex gyartastechnologiat igényel. Az innovativ, folyamatfeliigyel6 és analizalo
technologiak alkalmazasaval lehet6ség nyilik a kritikus tenyésztési paraméterek valds-ideji
monitorozasara és szabalyozasara a megfelelé mindségli antitestek hatékony eldallitasa
érdekében. Ezért kutatdbmunkdm soran adalimumab termeld kinai horcsog petefészek sejtek
bioreaktoros tenyésztését valositottam meg €s a kritikus tapanyagkomponenseket inline Raman

spektroszkopia alkalmazésaval valos-idében monitoroztam €s szabalyoztam.

A Raman spektrumok kiértékelésére részleges legkisebb négyzetek mddszerén alapulod
regressziés modelleket fejlesztettem és sikeresen kovettem a glikoz, arginin és laktat
koncentraciojat a bioreaktoros tenyésztési ciklusok soran. A Raman spektrumokbdl nyert valos-
ideji informacio alapjan, egy automatizalt rendszer segitségével, a sejtek fogyasztasanak
megfeleléen adagoltam a tapanyagokat a bioreaktorba. A kidolgozott dinamikus
tapanyagadagolasi stratégiaban a pillanatnyi gliikdz, illetve arginin — mint indikator aminosav
— koncentracio alapjan szabalyoztam a gliik6z oldat és a tobbkomponensii tapanyagoldatok

beadagolésat.

A kifejlesztett dinamikus tapanyagadagolasi stratégia hatasara hosszabb tenyésztési id6t
és magasabb ¢l6 sejtszamot, igy tobb antitest terméket sikeriilt elérni. Az eredmények
bizonyitjak, hogy az inline Raman spektroszkopia alkalmas modszer biotechnologiai
folyamatok valds-idejli monitorozaséara és szabalyozasara. Tovabba a valds-idejli informacid
lehetGséget ad a folyamatok jobb megértésére és elGsegiti a tenyésztési folyamatparaméterek

optimalizalasat.
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1 Bevezetés

Napjainkra a modern biotechnologia egyik legmeghatarozobb agazatava fejlédott ki a
fehér biotechnologia, amely gyodgyaszati célu készitmények eldallitasaért felelés. A
hagyoményos, kismolekulds hatéanyagli  gyogyszeripari készitmények fejlesztési
lehetdségeinek korlatozddasa mellett a 2000-es évek ota folyamatosan né a biotechnologiai
kutatasok és fejlesztések jelentdsége. Ezt jol mutatja az is, hogy az ipari szektoron beliil ebben

az agazatban torténik a legtobb beruhazas [1].

A monoklonalis antitest (Monoclonal Antibody, MAD) -alapu gyogyszerek jelentdségét a
gyogyszeriparban bizonyitja a tény, hogy a legnagyobb forgalmu gyogyszerkészitmények
kozott szamos képvisel6jiik szerepel [2]. Az Abbvie cég adalimumabot tartalmazé Humira nevii
készitménye 2021-re mar 9 éve vezette a legnagyobb arbevételli gyogyszerek listajat, miel6tt a

Pfizer Comirnaty Covid-19 elleni vakcinaja csaknem duplaannyi bevétellel megel6zte volna

[3].

A MAD-0k azonban igen komplex gyartastechnologiaval rendelkeznek, emldssejtek
bioreaktoros tenyésztésével allithatoak eld. Az emldssejtek Osszetett tapkozeget igényelnek, €s
a termékmindségben is megjelenhet. A megfeleld6 mennyiségii, mindségii €s reprodukalhato
eldallitas érdekében sziikséges a tenyésztési folyamatok fejlesztése, példaul korszerii
folyamatfeliigyel6- és analizdlo technoldgiak alkalmazésaval. A tenyészetek monitorozasara
alkalmas tobbek kozott a Raman spektroszkopia. A mddszer elénye a gyors, roncsoldsmentes
analizis, valamint az, hogy nem igényel mintaclékészitést, ezaltal valos idében kaphatunk
mennyiségi €s mindségi informaciot tipanyagok és mellektermékek koncentracidjarol a

tenyésztési folyamatok soran.

Munkam soran adalimumab termel6 kinai horcsog petefészek (Chinese Hamster Ovary,
CHO) sejtek bioreaktoros tenyésztését végeztem. A kisérletek sordn inline Raman
spektroszkopia alkalmazasaval valos idében monitoroztam kiilonb6z6 komponensek
tapanyagoldatok beadagolasat. Vizsgaltam a kiilonb6zé dinamikus tapanyag-adagolési

stratégiak hatasat a biorektoros tenyésztési folyamatra.



2 Szakirodalmi attekintés

2.1 Monoklonalis antitestek

Az antitestek limfocitak altal termelt fehérjék, amelyek felismerik, majd kotédnek az
idegen anyagokhoz (antigének) a vérben, és ezaltal semlegesitik azokat. Mindegyik antitest

egy-egy antigénre specifikus, és egy bizonyos tipusu limfocita termeli.

2.1.1 Az antitestek szerkezete

Az antitestek nagy méretli (~150 kDa) globularis plazmafehérjék. Az Gsszes antitest
alapvetd szerkezete azonos (1. abra). Négy polipeptid lancbol allnak: két azonos nehéz lanc
(koriilbeliil 50 000 Da) és két azonos konnyli lanc (kortlbeliil 22 000 Da), amelyeket
diszulfidkotések kotnek dssze. A kiillonbozd antigénekhez valod specifikus kotddés a variabilis
régid valtozatossaganak koszonhetd. A nehéz lanc szerkezetének fiiggvényében 5 tipust

kiilonboztetiink meg (1gG, IgM, IgA, IgD, IgE).

Koénnyt
lanc

1. dbra: Az antitestek daltalanos szerkezete [4]

Az antitestek glikoproteinek, nehéz lancaikon glikozilalasi helyek vannak. A glikozilacio
az egyik leggyakoribb fajspecifikus poszttranszlaciés modositas, ami erdsen befolyasolja az
antitest stabilitasat, f€léletidejét a vérben, immunogenitasat és az antigén-antitest

kolesonhatasok erdsségét.

Az 1900-as évek elején Ehrlich vetette fel, hogy egy specialis vegyiilet szelektiven célba
vehet, és tamadhat egy betegséget okozo egységet [5]. Ez teremtette meg a monoklonalis

antitest gyogyszerek alapjat.



2.1.2 Monoklonalis antitestek eloallitasanak fejlodése

Az Aspirin hatdéanyaga, az acetil-szalicilsav, kismolekula 1évén hagyomanyos, szintetikus
uton allithat6 el6. Ehhez képest a human inzulin, az elsé fehérje-alapu gyogyszerhatdanyag
bonyolultabb, amelynek szintetikus valtozatat genetikailag modositott Escherichia coli
baktériumokkal termeltették [6]. Az antitestek még ehhez képest is sokkal nagyobb
molekulatomeggel és komplexebb szerkezettel rendelkeznek (2. abra), igy gyartasuk csak

emldssejtekben torténhet a poszttranszlaciés modositasok miatt.

2. dbra: Az acetil-szalicilsav [7], az inzulin [8] és egy antitest szerkezete [9]

Az emberi szervezetben az antitesteket termel6 plazmasejtek nem képesek osztodni, nem
lehet sejttenyészetben szaporitani Oket és termeltetni velilk. Csak a tumorsejtek képesek
korlatlanul osztodni (immortalitas). Az ezirdnyban folytatott eredményes kutatdsok koziil
kiemelend6 Schwaber 1973-ban leirt monoklonalis antitest eldallitasi modszere, ami hibrid
ember-egér sejteket hasznalt fel [10]. 1975-ben Kohlernek és Milsteinnek sikeriilt olyan
halhatatlan hibridomakat 1étrehozniuk, amelyek ismert antigénekre specifikus antitesteket

tudtak termelni [11].

A MADb-okban rejlé lehetéségeket akkor kezdték kiemelten értékelni, mikor a
rekombindans DNS technika révén a ragcsalokbol kivont antitesteket emberi megfeleldik
valtottak fel [12], [13]. Az immunogenitas a fehérje human részeinek névekedésével csokkent,
igy a mellékhatasok is (3. abra). A murine (ragcsalo) fehérjékhez képest a kiméra antitesteknek
mar csak a variabilis régioja szarmazik ragcsalokbol. Humanizalt antitesthez akkor jutunk, ha

2

a murine antitestbdl ,,atvissziik” a hipervariabilis domént a human antitestbe. A legjobbak
Iimmunogenitas, antigén-antitest kotéserdsség €s affinitas szempontjabdl is a teljesen human

antitestek.

Az antitestek nevében is megjelenik eredetiik. Az utdtagok murine, kiméra, humanizalt

és human sorrendben: -omab, -ximab, -zumab és -mumab.
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3. abra: Murine, kiméra, humanizalt és humdan antitestek [14]

A MAD-0k meghatarozas szerint monospecifikus antitestek, amelyeket olyan azonos
immunsejtek termelnek, amelyek mindegyike egy egyedi sziilésejt klonja. A MAb-ok sokkal
jobbak az ellendrzott gyartasi technologia és a specifikus célantigénekkel szembeni

reprodukalhato affinitasuk tekintetében, mint a poliklonalis antitestek.

2.1.3 Monoklonalis antitestek felhasznalasa

A monoklondlis antitest-alapu terdpids készitménypiac értéke az elsd készitmény ota
exponencialisan nd az egyre tobb 0j készitménynek kdszonhet6en [15]. Egyes becslések szerint

2025-re 179 milliard USD-t is elérheti a globalis értékesitésiik [16].

A MADb-ok népszeriiségiiket annak koszonhetik, hogy szamos betegség gyogyitasaban
nyUjtanak hatékony, kevesebb és enyhébb mellékhatassal jaro kezelési alternativat. Rakos,
autoimmun, virusos €s gyulladasos megbetegdések gyogyitdsa valosithato meg a szervezetre
kevésbé toxikus hatdanyag bejuttatasaval. Adalimumab antitest-alapt készitményekkel
kezelhetéek kronikus iziileti, bél- és szisztémas gyulladasos megbetegedések, Crohn-betegség,
plakkos pikkelysomdr, autoimmun bdrbetegségek, a szem gyulladdsos megbetegedése és

korom pikkelysomor. [17]

Alkalmasak vércsoport- €s szdvetvizsgalatra, ami elengedhetetlen a biztonsagos
vératomlesztés és szervatiiltetés biztositdsadhoz. Meghatarozhato veliik rdkos, autoimmun és
neurologiai betegségek koros lefolyasa és okai. Diagnosztikai szempontbdl a monoklonélis
antitestek az ovulacio, a terhesség vagy a menopauza kimutatasara szolgalo tesztek 9sszetevoi.
A MAD-okat ételmérgezések megel6zéséhez, és a kornyezetszennyezés vizsgalatara is

hasznaljak. [18]



2.1.4 Monoklonalis antitestek modern eldallitdsanak technologiaja

Ma a MADb-okat rekombinans DNS-technologiaval elballitott sejtekkel gyartjak. Az
antitest termelést jellemzéen CHO sejtek segitségével végzik az iparban, mivel ezek a human
terapias kezelés szempontjabol biztonsagosak, ami engedélyeztetési szempontbodl kedvezd. A
méghozza a hatalmas piaci igényeket kielégitd volumenben, rdadasul a poszttranszlacios

modosulasokkal magas biologiai aktivitas érhet6 el az emberi szervezetben. [19], [20]

A MADb-ok eldallitasanak két f6 1épése ismeretes: upstream miiveleteknek nevezziik az
antitestek sejtek tenyésztésével torténd termelését, a downstream miiveletek pedig a sejtek

elvalasztasat és a MAD-0K tisztitasat foglaljak magukba.

A CHO sejteket jellemzden szuszpenzidés koriilmények kozott tenyésztik
bioreaktorokban. Az alkalmazott kémiailag definialt tapkozeg, ozmolalitasa jol szabalyozott,
¢s a megfeleld termeléshez nélkiillozhetetlen aminosavakat, zsirsavakat, vitaminokat, sokat,

valamint gliikozt tartalmaz, amely utobbi a sejtek f6 energiaforrasa. [21]

A tipikus tenyésztési modok a batch, fed-batch (rataplalasos) és a folyamatos (pl.
perfuzio) technikak (4. abra). Az ipar a batch és a fed-batch miiveleteket részesiti elényben,
azok konnyebb kezelhetOsége és nagyobb megbizhatdésaga miatt, azonban a folyamatos

technologiak térnyerése folyamatosan novekszik.

-— —_—
Batch Fed-batch Perfuzios

4. dabra: A tipikus tenyésztési modok [22]

A batch technikanal minden tapanyag, amelyet a sejtek a tenyésztési periddus soran
novekedésiikhoz és a MAb-termeléshez felhasznalnak, mar jelen van a sejtek bejuttatasanak
idopontjaban, és a tenyésztés soran nem potoljak a tapanyagokat. Ekkor azonban a sejtek sokkal
nagyobb tidpanyag koncentracionak vannak kitéve, mint ami az energiatermelésiikhoz és a
biomassza asszimilacidjadhoz sziikséges lenne, igy ez kéaros hatdsi metabolitok
felhalmozodasahoz vezethet, ami pedig a tenyészet pusztulasat okozza. Egy ilyen rendszerben

az osztodassal szaporodo sejtek novekedését az alabbi gorbe irja le (5. abra).
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5. dbra: Egy batch tenyészet novekedési gorbéje [23] 0
Ezzel ellentétben a fed-batch technikénal megfeleld idokozonként tovabbi tapanyagokat
adagolnak a tenyészethez, mikdzben nincsen elvétel, és a tenyészet térfogata folyamatosan
novekszik. Ilyenkor ingadoznak a tdpanyagkomponensek koncentracioi, de a melléktermékek
fenntartani, raadasul hosszabb ideig, ami altal jelent6sen emelkedhet a termelt fehérje
mennyisége. Ellenben nagy hatrany, hogy nehéz a paramétereket szabalyozni, nagyobb a

befert6z6dés veszélye és az eljaras koltségel is magasabbak.

Mivel a MAD-alapti gyogyszerkészitmények eldallitasa igen draga, nagy a verseny a
termelési koltségek csokkentésére, tehat a gyartas fejlesztésére, hatékonysaganak novelésére.
Elotérbe keriilnek a folytonos technologidk, mint példaul a perfizios technika. Ebben az
esetben folyamatosan taplaljak be a tapanyagokat és friss tapkozeget, mikdzben egyenld
sebességgel folyamatosan tavolitjdk el a MAb-okat is tartalmazé feliiluszot a sejtek
visszatartdsa mellett. A technologia alkalmazasaval a sejtek szamdra kiegyensulyozott
kornyezet biztosithatd, aminek kovetkeztében magasabb sejtkoncentracio érheto el €s hosszabb
ideig tarthato fent a tenyészet. Osszességében magasabb lehet a produktivitas, mint batch vagy
fed-batch technologiaval. Hatranya azonban, hogy bonyolultabb a bioreaktor izemeltetése, €s
elengedhetetlen a paraméterek valos idoben vald kovetése, amihez jelenleg kevesebb tudas all
rendelkezésre. [24]

A monoklonalis antitestek megtermeltetése utdn elengedhetetlen, hogy a sejtek altal a

fermentlébe szekretalt antitesteket megfelelden megtisztitsuk. Az upstream miiveletek soran
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képzodott sejttormelékek, a sejtek DNS-ei, RNS-ei, fehérjéi, valamint a tapkézeg komponensei
is szennyezik a feliluszot, melyeket kiilonb6zd mechanikai, illetve kromatografids

modszerekkel tudunk elvalasztani az antitestekt6l (6. abra).

Sejtbank Oltoanyay Sejtszaporitas Sejtszaporitas MAB-termelés Sziirés Tarolas
£ 110 0 ()
D [0 m @000
Sejttémeg eléallitasa Termékképzés Sejtek elvalasztasa
| ,Upstream processing” l | ,Downstream” ]
Affinkrom. loncsere 1 loncsere2  Vinussziirés  Koncentralas Szirés Fagyasztas
i O O o A3 e
Koncentralas, tisztitas Formulazas

\ .Downstream processing”

crer

Fontos megemliteni, hogy a monoklonalis antitestek az egyik legdragdbb gyodgyszerek
kozé tartoznak. A gyartasi koltségek nagy részét a fehérjetermeld sejtek tenyésztéséhez hasznalt
tapanyag oldatok adjak. A biztonsagos eldallitas soran kiemelten fontos a mindség folyamatos
ellendrzése. Tovabba a végtermék szallitdsa és tarolasa is specidlis koriilményeket igényel,

hogy egészen a felhasznalasig stabilak maradjanak.

2.2 A CHO sejtek metabolizmusa

A terapias monoklonalis antitestek olyan glikoproteinek, amelyek nehéz lancain egy-egy
N-glikozilalasi hely van (Asn-297). A glikozilaciét, ami az egyik leggyakoribb
poszttranszlacios modositas, a MADb-ok kritikus mindségi jellemzdjének tekintik, mivel

alapvetd fontossagu a gyogyszer biztonsagossaga €s hatasossaga szempontjabol.

Nagyfoku glikozilacios mintazatbeli variabilitast figyeltek meg ugyanazon MAb-termék
kiilonbozd eldallitasi technologiai sordn, és ez tobbek kozott a sejtekben végbemend
sejtvonalspecifikus glikozilacios folyamatban részt vevd biologiai reakciokbol, a
sejttenyésztési koriilményekre valo érzékenységiikbdl adodik. A tapkozeg Osszetevoi kozott a
gliikdz, az ammonium-ion koncentracio és a tapkozeg hormonalis Osszetétele els6dleges a

glikozilacié szempontjabol, mivel szerepet jatszhatnak a sejtek energiahdztartisaban, az
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endoplazmas retikulum, a Golgi késziilék, és a vezikularis transzport megfelel6 miikddésében

¢és befolyasolhatjak a glikozilacios folyamatban résztvevd enzimek miikodését. [26]

Az emlbssejt tenyésztés soran az oldott oxigénnek (Dissolved Oxygen, DO) is
meghataroz6 szerepe van, mivel az emldssejtek anyagcseréjének fennmaradasahoz
elengedhetetlenek az aerob folyamatok [27]. Ipari 1éptékben nehézkes a megfeleld
oxigénellatottsag biztositdsa, igy ez limitdlja a termelést. A folyadékkultura kémhatésa is
jelentdsen befolyasolja az antitest termelést, és a sejtek életben maradashoz is elengedhetetlen

az optimumon tartasa [28].

Ezek alapjan a megfeleld mindségli és mennyiségi MAb eldallitdsa érdekében
nélkiilozhetetlen a biotechnolodgiai gyartasfolyamat soran a sejtek szadmara optimalis kornyezet
biztositdsa, amihez a sejtek metabolizmusanak az ismerete és az eldallitas, feldolgozasi
miiveletek minél alaposabb nyomon koévetésének megoldasa kulcsfontossagi. A modern
analitika eszkozeit kihaszndlva elobb észlelhetdek a valtozasok és igy sziikség esetén a

gyartasba torténd beavatkozassal megorizhetd a termékmindség.

GLC . \ Laktat
A MAb
AAs CHO Rl (co,

GLN sejt NH, AlA

0,

7. abra: A CHO sejtek metabolizmusanak egyszeriisitett abrdja.
GLC: gliikoz, GLN: glutamin, AAs: aminosavak, ALA: alanin

A CHO sejteknek gliikoz és glutamin a f6 szén- és nitrogénforrasa, viszont az anabolikus
igényeket meghalado felvételiik a melléktermékek felhalmozodasat eredményezi (7. abra). A
gliik6z lebontasa torténhet a mitokondriumban a citromsav ciklusban anaerob glikolizis soran,
de az in vitro koriilmények kozott tenyésztett CHO sejtek — és altalaban az emldssejtek — aerob
glikolizist is mutatnak [29]. Az aerob glikolizis soran a gliikoz laktatta alakul a citoszolban a
metabolikus hatékonysag rovasara. Tul sok gliikdz jelenléte a sejteket aerob glikolizisre
sarkallja és a laktat akkumulalodik. A laktat-felhalmozodas a tapkozeg magas ozmolaritasat
okozza, mert lagot adagolnak a kultara pH értékének adott értéken tartdsanak érdekében, igy

ez kritikus probléma az ipari gyakorlatban. A magas laktat szint gatolhatja a sejtproliferaciot és
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a termékképzodést [30], és befolyasolhatja a termék mindségét [31]. A glutamin lebontasa

glutamaton keresztiil ammonia termeléssel jar, ami szintén a sejtndvekedés inhibitora [32].

A CHO sejtek figyelemre mélto tulajdonsaga, hogy képesek atallni a laktat termelésérol
a fogyasztasara (laktat shift). A laktat a korai exponencidlis ndvekedési fazisban halmozodik
fel, mig tjrafelvétele a késObbi tenyésztési fazisokban torténhet. Szamos tanulmany
foglalkozott a kozelmultban a laktat-shift jobb megértésével és szabalyozasaval. Ezek
eredménye szerint a gliikoz koncentracid csokkentése lehet az egyik f6 befolyasold effektor
[33].

Az aminosavaknak a fehérjeszintézisben van szerepik, illetve hozzajarulhatnak a
katabolizmushoz azaltal, hogy ezekhez a folyamatokhoz sziikséges intermedierekké alakulnak.
A CHO DG44 sejtvonal szamara az esszencialis aminosavak a hisztidin, leucin, izoleucin, lizin,
metionin, treonin, triptofan, fenilalanin, metionin, cisztein, prolin, aszparagin és az arginin [34].

Az esszencialis aminosavakat a tapkozegben kell biztositani a sejtek szamara.

Gonzalez-Leal és munkatarsai Plackett-Burman kisérleti tervet alkalmazva tiz aminosav
CHO DG44 sejtvonalra gyakorolt hatdsat vizsgélta. Pozitiv hatdstnak talaltak az arginint a
sejtek ¢életképességére €és az antitest termelésében, azonban tilzott koncentracidja gatolja a

sejtek novekedését és csokkenti az életképességet. [35]

Kevés olyan cikk talalhaté a szakirodalomban, ami egyes aminosavak koncentracidinak
hatdsat vizsgalja. Limitalt a rendelkezésre 4ll6 ismeret az aminosavak optimalis
koncentraciojardl, amely hatdssal van a sejtndvekedésre €s a fehérjetermelés mennyiségére ¢és

mindségére.

2.3 Biotechnologiai gyogyszerek mindségbiztositisa

A gyogyszerek el6allitasa nagyon szigoriian szabalyozott, a gyartasnak meg kell felelnie
a legmagasabb biztonsagi és mindségi eldirasoknak [36]. Mivel a fehérje-alapti gyogyszerek
tobbsége €16 szervezetek altal allithatd eld, elkeriilhetetlen a termék valtozékonysaga, igy a
megkdvetelt mindség jellemzdje a biohasonldsag. A biotechnologiai folyamatok gyartasi
koriilményeinek aproé eltérése is a végtermék drasztikus megvaltozasat eredményezheti, ami a

cégnek jelentds pénzbeli veszteségként jelentkezik.

A hagyomanyos tesztelés alapu mindségbiztositas (Quality by Testing, QbT) sok
problémat vetett fel, hiszen ekkor a céltermékre kifejlesztett gyartasi folyamatnak csak a

bemenete ¢s kimenete ismert. Ezaltal a termék folyamatos ellendrzésével biztosithatd csak a
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megfeleld mindség, és ha probléma adodik a gyartdsban nem Ilehetséges az azonnali

beavatkozés a mindség megdrzésének érdekében.

A gazdasagi versenyképesség és a hatdsagi el6irasok szempontjabdl is megoldas lehet az
eléallitasi folyamatok monitorozasa €és szabalyozasa, ami megvaldsithatd a tervezés alapa
mindségbiztositas (Quality by Design, QbD) és az ezzel 6sszhangban 1évé folyamat feliigyeld-

és analizalo technologiak (Process Analitical Technology, PAT) alkalmazasaval.

2.3.1 Quality by Design

A 2009 és 2012 kozott bevezetett innovativ QbD iranyelv a gyogyszerek tervezése,
fejlesztése ¢s gyartdsa soran statisztikai, elemzési és kockazatkezelési modszertan
alkalmazasaval kivanja Dbiztositani ezek mindségét. A valtozékonysag megfeleld
intézkedésekkel valo kezeléséhez eldszor a termék kivant mindségi tulajdonsagait (Critical
Quality Attributes, CQA) kell meghatarozni, majd pedig a gyartasi folyamatot érintd
valtozékonysag forrasait (Critical Process Parameters, CPP) kell azonositani és
megmagyarazni. Ez tobbvaltozds elemzés hasznalatan alapul, gyakran modern analitikai

modszerekkel és eszkozokkel kombinalva.

A Design Space a mindségre hat6 paraméterek szamaval megegyez6 dimenzidji tér azon
része, amin beliil tartva a paraméterek értékeit a mindség fenntarthatd. A szabalyozorendszer
megvaldsitasahoz sziikséges a CPP-k valos idejii mérése, ami a PAT alkalmazasaval valosithatd

meg. Emellett még nagyon fontos az adatok megfelel$ gytijtése és rendszerezése. [37], [38]

2.3.2 Process Analitical Technology

A PAT az Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigynoksége (Food and
Drug Administration, FDA) kezdeményezésével jott 1étre 2004-ben annak érdekében, hogy a
gyogyszeripari gyartasi folyamatok tervezését, ellendrzését és szabalyozasat megkonnyitse
[39]. A PAT megfelel6en érzékeny analitikai eszkozei a fizikai és kémiai folyamatparaméterek
folyamatos ellendrzésére alkalmasak a folyamatszabalyozas optimalizalasanak érdekében. A
szonddk és szenzorok beépiilnek a gyogyszeripari gyartosorba és a hozzajuk kapcsolt
szamitastechnikai rendszereken keresztiil torténik az eredmények értelmezése kemometriai

modellezéssel és ez alapjan a paraméterek szabalyozasa. [40]
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A gyartds sordan a paraméterek analizisére méréstechnikai szempontbdl tobbféle

megvalositas 1étezik (8. abra):

A) Online: az analizis a gyartasi folyamat része, a mintat cirkulaltatva vizsgaljak,

B) Inline: valos idejii analizis, mérés soran a mintat nem valasztjak el, ez lehet
invaziv vagy noninvaziv,

C) Offline: az analizis a mintavétel utan a gyartasi folyamattol térben és idében
elkiilonitve torténik,

D) Atline: az analizis azonnal a mintavétel utan torténik, igy a mért értékek
ismeretében lehetéség van beavatkozni a folyamatba.

A) Q)

On-line

W ]
/I

B ) ~ SR -
£ N\ 1
Y S ,/g §) =
In-line At-line

D) ==

8. abra: A folyamatparaméterek analizisének modszerei [40]

PAT rendszerek fejlesztésére az offline modszerek nem alkalmasak. A legjobbak az
online és inline mddszerek, mivel mintavétel nélkiil valdsithaté meg az adatok gyors elemzése,

igy a folyamatba azonnali be lehet avatkozni.

2.3.3 A CHO sejtek tenyésztésének kritikus folyamatparaméterei

A 2.2 fejezetben leirtak alapjan megfogalmazhatoak a CHO sejtek tenyésztésének
kritikus folyamatparaméterei. Ezek koziil egyik sem hanyagolhaté el a végsdé termék

tulajdonsagainak szempontjabol, igy sziikséges a megfeleld tartomanyon beliili szabalyozasuk.

Ilyenek a médiumban 1évé tapanyagok koziil a gliikoéz koncentracioja, mint 6 szén- €s
energiaforrds €s az aminosavak koncentracidja, mint nitrogén- ¢€s energiaforrasok, a
metabolitok koziil pedig a laktat- és az ammonia koncentracidja. Kiilonboz6é fizikai
paraméterek koziil a pH, oldott oxigén szint és a hémérséklet befolyasoljak a sejtek

¢letfolyamatait. Tovabba a tenyészet biokémiai tulajdonsagai, mint az ¢é16 sejtszam (Viable Cell
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Density, VCD), a teljes sejtszam (Total Cell Density, TCD) és az életképesség (viability) is
nyomon kovetenddk. [41]

2.3.3.1 CHO sejtek tenyésztésének vizsgalata inline modszerekkel

Elényds a paraméterek inline és online vizsgalata, mert ez valds idejii szabalyozast tesz
lehetové, és a befert6zddés esélye is csokken. Az ilyen mérések rutinszeriek a fizikai
paraméterek (homérséklet, pH, DO) mérésénél, azonban a tapanyagok és metabolitok
monitorozasa lényegesen nehezebb feladat részben a tapkozeg komplex Osszetétele miatt. igy
a bioreaktorokban hasznalhat6 szenzoroknak képesnek kell lenniiik alacsony koncentraciok

mérésére interferencia nélkil. [42]

Az elmult évtizedekben intenziv kutatasok folytak a bioldgiai folyamatok valos idejii
monitorozasara alkalmas szenzorok fejlesztésében. Az ilyen folyamatok mérési modszereivel
szembeni igények nagyok. A moddszernek meg kell Oriznie a sterilitast és ki kell birnia a
sterilizalas eléréséhez sziikséges magas homérsékletet, érzékenynek kell lennie a komplex

tenyésztési id6 soran. [43]

Megbizhat6 analitikai modszerek, amelyek alkalmasak komplex Osszetételli rendszerek
zavar6 tényezOk interferencidja nélkiilli vizsgalatara, igy CHO sejtes tenyészetek

monitorozasara, az alabbiak: [43], [44]

—  Kozeli és k6zép infravoros spektroszkopia (Near and Middle Infrared, NIR, MIR)
— Raman spektroszkdpia

— Fluorimetria

— UV-VIS spektroszkopia

— Terahertzes spektroszkopia

— Dielektromos spektroszkopia stb.

2.4 Raman spektroszkopia

A Raman spektroszkopia rezgési spektroszkopiai modszer, ami a fotonok rugalmatlan
szOrodasan, a Raman-effektuson alapszik. Nevét C. V. Raman indiai fizikusrol kapta, aki 1928-
ban elsoként figyelte meg a Raman-szorast [45]. Mennyiségi és szerkezeti informaciot is

szerezhetiink anyagi rendszerekrdl a Raman-szoras mérésével.
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Egy anyagi rendszert monokromatikus lézer fénnyel besugarozva az haromféleképpen
szorodik (9. abra). A szort fény szinképében legnagyobb intenzitassal a Rayleigh-féle, rugalmas
szorasbol ered6 vonalak jelleneck meg, melyek a besugarzo fénnyel megegyez6 hullamhosszu
fénysugarakbol szarmaznak. Nagyon ritkan rugalmatlan Raman szorodas kovetkezik be, ekkor
energiatranszfer torténik a foton és a molekula kozt. Ha a foton a folyamat soran energiat
veszitett, megnd a hullamhossza, ez a Stokes-féle Raman-szorodés. Ha pedig energiat nyer a

foton, hullamhossza csokken, amit anti-Stokes Raman-szorasnak neveznek. [46]

 — Anti-Stokes
\/VW Raman szérodas
A <Nz

Stokes Raman
sz6rodas Rayleigh
Aszort > Nager szorddas

)\szért = }\Ie’zer

9. dbra: A fényszorodas harom esete [47]
Kvantummechanikailag a Stokes ¢és anti-Stokes szorodas egyforman valdszinii
folyamatok, azonban statisztikailag a Stokes valosziniibb, igy ez intenzivebb, ezaltal jobban
mérhetd. Mivel a szort fény hullamhossza fiigg a gerjesztd fény hullamhosszatol célszert relativ

szammal, a gerjesztési hullimhosszt6l valo eltérésben, a Raman eltoloédasban (cm™1) megadni.

A Raman spektroszkopia optikai modszerként roncsolasmentes elemzést tesz lehetové.
Akar tobb paraméter egyiittes, gyors analizise IS megvaldsithatd vele mar inline és online
formaban is. Tovabbi nagy elénye, hogy vizes oldatok is jol mérhetdek vele, ellentétben a MIR
vagy NIR spektroszkopiaval. Ugyanakkor hatranya, hogy draga a mérdmiiszer, érzékeny kiilsé
fényre, az oldatban 1évé fluoreszcens komponensek novelik a hattérzajt és az alapvonal-
eltolodast. A spektrumok kiértékelése csak bonyolult kemometriai modszerek hasznalataval
valosithatd meg, és mennyiségi informacid csak nagy kalibraciés adathalmaz segitségével

nyerhet6 ki beldliik. [48]
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2.4.1 Raman spektroszkopia-alapt monitorozas a biotechnoldgiaban

Ahogy a technologia fejlodott, a nehézségek kikiiszobolésével a Raman spektroszkdpia
polimer-, gyogyszer-, biotechnoldgiai és orvosbiologiai elemzési alkalmazasa az elmult
évtizedekben megnétt. A Raman spektroszkopia mara mar széleskortien alkalmazott PAT

eszkdz megbizhatosaga miatt. [49]

Szamos alkalommal vizsgaltak a Raman spektroszkopia alkalmazhatosagat biologiai
folyamatok monitorozasara. Egy korai tanulmanyban Shope ¢és munkatarsai az etanol
termelését kovették a Raman spektrum cstcs alatti teriiletének elemzésével szachardz
fermentacio soran [50]. 1999-ben Shaw és munkatarsai Raman spektroszkopiat alkalmaztak
mar sokvaltozos adatelemzési modszerek alkalmazasa mellett és a gliikoz etanolla valo
alakulasat monitoroztak éleszté fermentacioban [51]. Ezutan tobbféle mikroorganizmus
tenyészetben, mint a Saccharomyces cerevisiae [52], a Lactobacillus casei [53] és az
Escherichia coli [54], kovették sikeresen a gliikkoz-, etanol-, tejsav, acetat-, formiat- és

fenilalanin koncentraciokat.

2010-ben CHO emldssejtek fed-batch tenyészetében Abu-Absi és tarsai gliikoz, glutamin,
glutamat, laktat, ammonia, a TCD és a VCD valds idejli monitorozasat valositottdk meg Raman
spektroszkopiaval, részleges legkisebb négyzetek modszerén (Partial Least Squares, PLS)
alapuld6 modellekkel [55]. Utanuk t6bb kutatocsoport is foglalkozott hasonld
folyamatparaméterek monitorozasaval, mint a sejtszam, tdpanyag- és metabolit koncentracidok

[43], [56].

Egy tanulmanyban négy, a CHO sejtek ndvekedésének és a MADb termelés szempontjabol
fontos aminosav (tirozin, triptofan, fenil-alanin és metionin) monitorozasat kisérelték meg. A
komponensekre épitett PLS modellek koziil a metionin modellének alkalmazisa nem volt
sikeres [57]. Azonban a szakirodalomban korabban nem vizsgaltak mas aminosavak Raman
spektroszkopia-alapt  monitorozasanak lehet6ségét. Tovabba eredményes kutatasok
bizonyitottak, hogy Raman spektroszkopiaval az antitest termék mennyisége [58], és a

tenyészet kémhatasa [59] is nyomon kovetheto.

A Raman spektroszkopia igéretes modszer az antitest termék mindségének nyomon
kovetésére is. Sikeriilt az antitestek glikozilaciojat megfigyelni, mert a Raman spektroszkopia
a tapkozeg komplexitasa ellenére is hatékony modszer a rendkiviil hasonlé molekulak
egyidejlileg és valds idében prediktaltak nagy pontossaggal. [60]

18



2.4.2 Kalibracidos modell készitése és méretnovelhetOsége

Pontos ¢és robusztus kalibraciés modell fejlesztéséhez a kalibracios stratégia és
kemometriai eszkozOk megfelelé kivalasztasa sziikséges. A sokvaltozos adatelemzést
alkalmazo technikdk éltalaban nagy adathalmazt igényelnek a modell kalibrélasahoz. Uj
folyamatokra a kemometriai modszer megvalasztasa nehéz, és optimalizalasa iterativ modon

torténik. [42]

A szakirodalom alapjan biotechnologiai folyamatok Raman spektroszkopia-alapu
monitorozasat megvalositottak explicit és implicit modellekkel is, azonban az 1jabb
tanulmanyok implicit modelleket hasznalnak, mert célszeriibbnek bizonyultak. Az implicit
modellek korreladcion vagy kovariancian alapulnak, nem feltételezik a rendszer fizikai
torvényeinek ismeretét, de mégis figyelembe veszik azokat, tovabba nem feltételeznek valtozo

fliggetlenséget, és nem kényszeritik az adatokat egy ismert modellhez val¢ illeszkedésre. [49]

A modellek kevésbé megbizhatoak a kalibracids adathalmazon kiviili karakterisztikaji
mintak prediktalasdban, de a korilmények és sejtvonal folyamatos valtoztatasaval ez
kikiiszobolhetd. Mehdizadeh és munkatarsai robosztus PLS modelleket hoztak 1étre gliikozra,
laktatra és VCD-re [61]. Webster és munkatarsai tanulmanyanak célja a gliikoz-, laktat-,
glutamat-, ammonia- és antitest termék koncentraciot, a TCD-t és VCD-t jol prediktalo
sejtvonaltol fiiggetlen, ipari gyartasi méretben alkalmazhatd modellek Iétrehozasa volt, amelyet
szintén PLS regresszioval valositottak meg [62]. Nagy mértékben javitotta a modellek
predikcidés képességét, ha a kalibraciés adathalmazt a mérend6héz hasonlé pontokkal
egészitették ki. Tobb mas tanulmanyban is sikeriilt olyan PLS modelleket 1étrehozni, amik a

bioreaktor méretétdl fiiggetleniil megfelelek voltak [63], [64].

A lineéris regressziot alkalmazo modellek mellett 0j szemléletmodként megjelentek a
gépi tanulast hasznald kalibracidos modellek is. Raman spektroszkopiaval sikeresen
monitoroztdk a VCD-t, életképességet, gliikkoz-, glutamat, glutamin-, ammonia-, laktat- és

crcr

segitségével. [65], [66]

2.5 CHO sejtes tenyésztési folyamatok szabalyozasa,
tdpanyag-adagolasi stratégiak

Terapias fehérjék elGallitasa a gyogyszeriparban jelenleg legelterjedtebben fed-batch

technologia alkalmazasaval torténik. Napi mintavétel alapjan, bolus adagolassal juttatjak be a
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sziikséges tapanyagokat a bioreaktorba, a PAT eszkozei altal nyujtott elonyok kihasznalasa
nélkiil. Az ipari biotechnologiaban még nem terjedtek el széleskoriien azok a robosztus és
megbizhaté analitikai modszerek, amelyek tamogatjdk a modern, automatizalt

folyamatszabalyozasi technikakat.

A 2.2 fejezetben részletezett modon a CHO sejtek szamukra toxikus laktatot és ammoniat
termelnek. A melléktermékek felhalmozodasanak kikiiszobolésére a szakirodalomban a fizikai
folyamatparaméterek szabalyozasa mellett kiillonféle tapanyag-adagolasi stratégiakat dolgoztak
ki. A melléktermékek csokkentésére a manualis bolus tapanyag-adagolasi stratégiak [67] utan
nagy elérelépés volt a valds idejii monitorozas kihasznalasa a kidolgozott technikakhoz.
Gagnon ¢és munkatarsai altal kidolgozott HIPDOG (HI-end pH-controlled Delivery Of Glucose)
technologidban a pH érték fliggvényében tortént a tapanyagoldatok adagolasa a gliik6z alacsony
szinten tartasanak érdekében [68]. Egy masik kutatasban Lu és csapata online kapacitas
mérésbol szamolt sejtszam alapjan, majd automata mintavételb6l meghatarozott gliikkoz

koncentracio alapjan szabalyozta a tapanyagoldatok beadagolasat [69].

Raman spektroszkopia-alapu szabalyozasrol tiz éve publikaltak el6szor. Egy dublini
kutatocsoport valds idejli monitorozason alapuld szabalyozast valositott meg a gliikkoz adott
értéken tartasara [43], [70]. Berry és munkatarsai a gliikoz koncentracié szabalyzasanak hatasat
vizsgalta a sejtek altal termelt fehérje glikaciojara [71]. Egy masik tanulmanyban online Raman
spektroszkopiaval mért laktat- €s gliilkdz koncentracion alapul6 tdpanyag-adagoldsi stratégiat is

kidolgoztak [72].

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy korabbi tanulmanyokban egy-egy komponenst

szabalyoztak, de folyamatoptimalizdcidoként az arginin, mint a CHO DG44 sejtek szamara

crer

crer

korabbi kutatdsok alapjan a kemometriai modelleknek j6 a méretndvelhetdsége, igy jo ipari
méretekben alkalmazhaté modellt lehet fejleszteni labor méretli kisérletek alapjan, ami

koltséghatékonysag szempontjabol igen elonyds.
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3 Célkitlizés

A célom egy olyan PAT eclveknek megfelelé technologia kifejlesztése volt, amely
alkalmas az adalimumab termelé CHO sejtvonal bioreaktoros tenyésztésének valos-idejii
monitorozasara. Emellett a technologia alkalmazéasaval olyan dinamikus tdpanyag-adagolasi
stratégiat szerettem volna kidolgozni, amellyel a sejtek szdmdra az antitest termelés

szempontjabol optimalis koriilmények biztosithatoak a tenyésztés soran.

A szakirodalom alapjan elmondhat6, hogy a Raman spektroszkopia alkalmas emldssejtes
tenyészetek kiilonbozé komponenseinek valos-idejii monitorozasara. A gliikkéz koncentracio
kritikus folyamatparaméter a sejttenyésztés soran, igy tobb tanulmanyban is dolgoztak ki ré
szabalyozasi stratégiat. Az aminosav koncentraciok Raman spektroszkdpia-alaput nyomon

kovetésével és szabalyozasaval azonban kevésbé foglalkoztak korabban a szakirodalomban.

Ezért munkam sordn célul tiztem ki a gliikoz, arginin, glutamin és laktat koncentracid
kovetésére alkalmas Raman spektroszkopia-alapu kalibraciéos modellek fejlesztését
kemometriai modszerek alkalmazéasaval. A kifejlesztett modelleket egy bolus tapanyag-
adagolasu fed-batch kisérleten terveztem validalni. A kutatdcsoport altal kifejlesztett Raman
spektroszkopia-alapti monitoroz6 és szabalyozo rendszer segitségével a komponensek valds-
1dejli monitorozasat, valamint a kedvezd sejttenyésztési kornyezet fenntartdsara dinamikus
tapanyagadagolasi stratégiak fejlesztését tervezem megvaldsitani. A kisérletek soran célom a
tapanyagoldatok beadagolasat a valds-idében mért gliikkoz- és arginin koncentraciok alapjan
szabalyozni, és vizsgalni a kiilonboz6 szabalyozasi bedllitasok hatdsat a sejttenyészetre és az

antitest termelésre.

21



4 Kisérletek, modszerek

A kisérletek soran DG44 tipusu, adalimumabot termelé CHO sejtvonallal dolgoztam. A
sejteket a Richter Gedeon Nyrt. biztositotta.

4.1 Tenyésztéshez felhasznalt oldatok

Téapoldat
A CHO sejtek tenyésztéséhez alkalmas tapoldatot porbol készitettem el a gyarto ajanlasa szerint

(nem megadhaté adat), majd 6 mM glutamint (L-glutamin, Sigma-Aldrich) adtam hozza.
Elkészités utan az oldatot laminaris aramlasu fiilke (Holten, LaminAir) alatt sterilre szlirtem

(Bottle Top Filtration Unit, 0,2 um, VWR), majd felhasznalasig hiitében taroltam (4°C).

Téapanyagoldatok

A biorektorban a tapanyagok potlasara kétféle, porbol készitett tdpanyag (feed) oldatot
hasznaltam. A két alkalmazott feed az ActiCHO Feed-A Powder Base CD (Feed A, Cytiva) és
az ActiCHO Feed-B Powdered Base CD (Feed B, Cytiva) volt. Mindkét oldatot a gyartod

javaslata alapjan készitettem el, felhasznalasig htitdben, fénytdl védve taroltam.

Tovéabbi sziikséges oldatok

40 m/m%-os gliikoz oldat (D-(+)-gliikoz, Sigma-Aldrich)
9 g/l-es fizioldgias sdoldat (NaCl, Sigma-Aldrich)

- 0,5 M-os lug oldat (Na2COgz, Sigma-Aldrich)

habzasgatlo (Ex-cell antifoam, Sigma-Aldrich)

4.2 Razolombikos sejttenyésztés

4.2.1 Sejtfelvétel

Az elso 1épés a sejtek felvétele volt a sejtbankbol (Research Cell Bank, RCB), amelyek
folyékony nitrogénben (-193 °C-on) voltak tarolva. A fiolak 1 ml, 107 db sejt/ml koncentracioju
oldatot, és krioprotektiv anyagként 10% dimetil-szulfoxid (DMSO) oldatot tartalmaznak.
Miutan az RCB-bdl kivettem felolvasztottam, és a tartalmat laminaris aramlast fiilke alatt
elézetesen kimért 10 ml 37 °C-os tapoldatba vittem 4t szeroldgiai pipetta segitségével. Ezt
kovetéen a DMSO eltavolitasa érdekében a szuszpenziot centrifugaltam (Rotana 460R, Hettich)
10 perc, 25 °C, 1000 fordulat/perc programon és a feliiliszo6 ledntése utan a leiilepedett sejteket
laminaris fiilkében 37 °C-ra eldmelegitett, 30 ml tapoldatot tartalmazo steril lombikba

pipettaztam at. A tenyészetet steril koriilmények kozott, inkubatorban (SANYO, 37,0 °C, 100%
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relativ paratartalom, 5% CO>), razoégépen (Thermo, MaxQ2000, 100 fordulat/perc) kevertetve
tartottam.

4.2.2 Passzalas és sejtszamlalas

A sejteket meghatarozott id6k6zonkét (3-4 naponta) friss tapoldatba passzaltam at, hogy
a sejtosztodas és sejtndvekedés soran elhasznalodott tapanyagforrast potoljam, illetve a toxikus
melléktermékek felhalmozodasat elkeriiljem. Tovabba a passzalas soran léptéknovelést is

végrehajtottam.

A passzalasok el6tt mindig meghataroztam az aktualis lombikban a sejtek
mintabdl vortexelés (WhirliMixer) utan, automata pipetta segitségével a mintahoz Trypan kék
festéket (Gibco™ Trypan Blue Solution, 0.4%, Thermo Fisher Scientific)) kevertem 1:1
aranyban. Amennyiben sejtszamlalashoz higitani kellett a mintét a festék hozzdadasa el6tt ezt
fiziologias sooldattal tettem meg. Ezutan 10-10 pl szuszpenziot a Biirker-kamra (Blau Brand)
egy-egy kamrajaba pipettaztam, majd mikroszkoppal (Olympus KCX53) 10-szeres nagyitason
megszamoltam az €16 ¢s halott sejteket. A megkiilonboztetés alapja az, hogy a halott sejtek
membranja sériilt, igy képes athatolni a festék, megfestve azokat kék szintire. A szamolast 6t
latotéren ismételtem, mindkét kamrabol valasztva legalabb kettdt, vettem az atlagukat és

kiszamoltam a milliliterenkénti é16- és teljes sejtszamot, illetve az életképességet.

Ezek utan a lombikbol kivettem az ahhoz sziikséges térfogatli szuszpenziot, ami a
passzalas utani 1éptéknovelt térfogatban 300 000 sejt/ml kezdd sejtszamot eredményezett. A
szuszpenziot lecentrifugaltam (1000 fordulat/perc, 10 perc, 25°C), a feliiluszo ledntése utan a
letilepedett sejteket pedig a megfeleld térfogati, friss, 37 °C-ra eldmelegitett tapoldatba vittem

at.

4.2.3 Inokulum készitése

A bioreaktoros sejttenyésztés elinditdsdhoz nagy mennyiségli sejt eldallitasara volt
sziikség, amelyet a rdzolombikos sejttenyészetek méretndvelésével valositottam meg az 1.

tablazat szerint.
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1. tablazat: Passzaldasok dsszefoglaldsa

Térfogat Lombik Indulo sejtszam

Passzazs szama (mi) térfogat (ml) (db/ml) Méretnovelés
P, 30 100 3,33 % 10° -
P4 30 100 3%10° 1:1
P, 100 250 3%10° 3:10
P; 100 250 3%10° 1:1
P, 300 500 3% 10° 1:3
Bioreaktor 1500 2000 5105 1:5

Az inokulum készitésének utolso 1épéseként a P,-es passzazsbol a megfeleld sejtszamot
tartalmazo szuszpenziot lecentrifugaltam (1000 fordulat/perc, 20 perc, 25°C) és a sejteket 200
ml elémelegitett, friss tapoldatba juttattam. Az inokulumot tartalmazé Duran iiveget a
reaktorhoz csatlakoztattam cséhegesztéssel (BioWelder TC, Sartorius Stedium) és
perisztaltikus pumpét (Watson-Marlow 120U) alkalmazva inokulaltam a reaktorba gondosan

tigyelve arra, hogy a homérséklet ne csokkenjen 36,5 °C ala.

4.3 Bioreaktoros kiséerletek

4.3.1 A reaktor elokészitése

Egy 2 1 hasznos térfogatu iiveg bioreaktort hasznaltam, és kb. 1500 ml munkatérfogattal
dolgoztam a kihabzas elkeriilésén¢k érdekében. A sejteknek sziikséges tovabbi tdpanyagok és
habgatlo beadagolésa, levegdztetés, és a pH szabalyozasa. Ezek alapjan a kovetkezd gz, illetve

folyadék beadagolasara alkalmas agakat csatlakoztattam a reaktorra:

- Siritett levegd be + szén-dioxid,
- Levego ki,

- Lug oldat,

- Habzasgatlo,

- QGlukoéz oldat,

- Feed A,

- Feed B,

- Tapoldat + inokulum,

- Mintavevo ¢és sooldat leereszto ag.
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A sziikséges helyeken a folyadékagakat pumpalhat6 és hegeszthetd csészakaszokkal (C-
Flex, Saint-Gobain) lattam el, valamint az agak végére iires, levegdsziirdvel (Midisart 2000,
Sartorius Stedim) ellatott nyomasallo (Duran) iiveget szereltem (részletes szerelést lasd a
Fliggelékben, 11. tablazat). A be- és kimend levegd agait szintén levegdsziirével lattam el. A
szilikon csdszakaszok csatlakozasait gyorskotegeld segitségével rogzitettem, a szabad

csOvégeket pedig hoffmann szoritoval zartam le.

Ezek utan a tenyésztési paraméterek monitorozasdhoz hasznalt, el6zetesen bekalibralt,

inline szondakat csatlakoztattam:

- Ho6méré (Applikon),

- pH szonda (Hamilton, EasyFerm Plus), két pontosan kalibralva

- Oldott oxigén mérd (Hamilton, Visiferm DO ECS), két pontosan kalibralva

- Dielektromos spektrométer (Hamilton Incyte 220)

- Raman spektrométer immerzids bioszondaja (Kaiser Raman RXN2 hibrid, BioOptic

220), hullamhossz és fényintenzitas szerint kalibralva.

Az Osszeszerelt reaktort 1 1 fiziologids sooldattal toltottem fel az elektrodok mindségének
megOlrzésére, az iires Duran livegekbe pedig kevés desztillalt vizet toltottem a sterilezést
biztositd gdzképzddés érdekében. A levegdsziirdket, a keverdmotort €s a szondak csatlakozoit
aluféliaval védtem az autokldvozas soran. A reaktort a szerelekekkel egyiitt, illetve a gliikoz €s
lug oldatokat tartalmaz6 Duran iivegeket (kupakot meglazitva) az autokldvba (5075 ELV
autoclave, Tuttnauer) helyeztem és a megfeleld program (121 °C, 30 perc) hasznalataval

sterilizaltam.

4.3.2 A reaktor inditasa

Autoklavozas utan laminaris fiilke alatt kicseréltem az iires Duran livegeket a megfeleld
oldattal (tapoldat, gliikoz oldat, habzasgatld és lag oldat) toltottekre. A reaktort ezek utan
mérlegre (Kern PKT 24KO0.1) helyeztem, a tenyészet tomegének nyomon kdvetéséhez. A
reaktort flitékopennyel és keverOmotorral szereltem fel, bektottem a visszafolyo hiité hiitdviz
keringtetését, illetve a homérét a desztillalt vizzel feltoltott tokjaba helyeztem, majd
csatlakoztattam a pH, DO ¢és hoémérsékletméré szondakat az Ez-control (Applikon
Biotechnology) szabalyozé egységhez. Tovabba csatlakoztattam a dielektromos spektrométer
szondat az EvoBox programot futtatd szamitogéphez, és a Raman szondat az iIC Raman

programot haszndl6 szamitégéphez.
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A fiziologias s6oldat kipumpaldsa utan taraztam a mérleget €s perisztaltikus pumpéaval
belejuttattam a tapoldatot. Csatlakoztattam a tenyészet oxigén ellatasat biztositd Oz, a suritett
levegd és a COz dgakat az Ez-control kontrolleren 1évo szelepekhez, elinditottam a fiitést és a

kevertetést. Az egyes folyadékagakat perisztaltikus pumpa segitségével feltoltottem.

Az Ez-control programja segitségével megkezdtem a tenyésztési paraméterek
szabalyozasat. Az oldott oxigént 40 %-ra szabalyozta oxigén beadagolasaval a folyamatos (25
ml/perc) stiritett levegd beadagolas mellett. A pH szabalyozasa 7,10 értékre tortént lug oldat és
CO2 adagolasaval. A fordulatszamot 120 fordulat/perc-re, a homérsékletet pedig 37 °C-ra

allitottam. Az Gsszeszerelt reaktor képe lathato az alabbi abran (10. abra).

@ oooikor

10. dbra: A reaktor és az Ez-control kontroller

A tenyésztési adatok gyijtését megkezdtem a BioXpert programmal, és mikor a
szabalyozott paraméterek bealltak az adott értékre, elinditottam a Raman spektrumok felvételét.
A reaktort védofoliaval boritottam, illetve lekapcsoltam a vilagitast, hogy csokkentsem az ebbdl

adodo zajt a spektrumokon.

A paraméterek beallasa utan elinditottam az ¢l sejtszam mérésére alkalmas dielektromos
spektrométert (Arc View 465 XL, Hamilton), majd a permittivitas értéket nullaztam az
inokulalas el6tt. Az inokulumot a 4.2.3 fejezetben leirt modon a reaktorba pumpaltam, ezzel

elinditva a bioreaktoros kisérletet.

4.3.3 A tenyészet fenntartasa

Az emldssejtes tenyészetek fenntartasa rataplalasos technologiaval tortént. Az egyik
esetben a hagyomanyos fed-batch technikaval bdlus adagolassal, azaz elére meghatarozott

mennyiségll tapanyag- és gliikkoz oldatok beadagolasaval tartottam fent a tenyészetet. Emellett
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két olyan kisérletet végeztem, amelyben a gliikz- és arginin koncentracidkat adott értékre

szabalyoztam. Minden kisérlet soran a reaktorban 1évé gliikkoz-, arginin-, glutamin- és laktat

crer

Az alkalmazott tapanyagoldatokat (Feed A, Feed B) laminaris fiilke alatt steril Duran
tivegekbe mértem ki, majd az inokulumhoz hasonléan csdhegesztd segitségével csatlakoztattam
a reaktorhoz. A feed oldatokkal toltott tivegeket jéggel teli hoszigetelé zart dobozban tartottam

a kisérlet alatt az anyagok fényérzékenysége és bomlékonysaga miatt.

A feed oldatok adagolasa egyszerre tortént, a gyartd ajanlasa alapjan a Feed B
mennyisége minden esetben a Feed A mennyiségének a tizede volt. Fontos megjegyezni, hogy

a Feed A oldat gliikkézt is tartalmaz.

4.3.3.1 Bolus tapanyag-adagolasi stratégia

A tapanyagoldatok rataplalasat a tenyésztés 4. napjan kezdtem, majd azt kovetden minden
2. napon ismételtem. A beadagolt mennyiség a tenyészet aktualis térfogatatol fiiggott. Ezt a
mérlegrél leolvasott tomegbdl becsiiltem a strtiséget 1 g/ml-nek feltételezve. Nagy ¢él16
sejtszamnal a tenyésztés abban a szakaszaban, amikor mar nem a sejtndvekedés a meghatarozo,
hanem az antitest termelés, a sejteknek tovabbi gliikozra volt sziikségiik. Az oldat adagolasat a
valos-idében monitorozott glilkoz koncentracié alapjan dontdttem el. A tapanyag- és gliikoz

oldatok beadagolasat a 2. tablazatban foglaltam Ossze.

2. tablazat: Tapanyag- és gliikoz oldatok beadagoldasa a bolus adagolasu fed-batch kisérlet soran

Tenyésztési idé  Tenyésztési Célérték a Reaktor Beadagolt

[nap] id6 [éra] Oldat reaktorban térfogat (g)  mennyiség (g)
96,15 FEED A 4 wiw% 54,8

4. nap 1370
99,00 FEED B 0,4 wiw% 55

5. nap 124,90 Gliikoz 5mM 1300 35
144,20 FEED A 4 wiw% 50,4

6. nap 1262
147,13 FEED B 0,4 wiw% 5,05
191,05 FEED A 8 w/w% 94,6

8. nap 1183
192,33 FEED B 0,8 wiw% 9,5

9. nap 214,95 Gliikéz 10 mM 1230 6,4
243,07 FEED A 8 w/w% 94,2

10. nap 1178
244,02 FEED B 0,8 w/w% 9,42

11. nap 267,82 Gliikoz 45 mM 1226 33,6
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4.3.3.2 Dinamikus tapanyag-adagolasi stratégia

A CHO tenyészetek tdpanyag-adagoldsa a Raman spektroszkopiaval valds idében
monitorozott pillanatnyi gliikdz- és arginin koncentracié alapjan tértént 40m/m%-os gliikoz-,
valamint Feed A és Feed B tapanyagoldatok beadagolasaval. A szabalyozas célja az volt, hogy
az arginin szintet 2,5 mM-os alapértéken, mikozben a gliikkozt 11 mM-0s szinten tartsam egy
automatizalt adatelemzd és szabalyozd rendszer alkalmazasaval. A kisérletek soran kétféle
tapanyagadagolasi stratégiat valdsitottam meg, amely abban kiilonbozott, hogy az egyik

esetben a gliik6z felsoé szabalyozasi limit 15 mM, a masik esetben 25 mM volt.

Az arginin szint szabalyozasa tdpanyagoldatok beadagolasaval tortént, mig a gliik6z szint
szabalyozasahoz gliik6z oldatot és tapanyagoldatokat adagoltak a pumpak, mivel a Feed A oldat
500 mM gliik6zt is tartalmazott. A Feed A és Feed B oldatokat a gyart6 ajanlédsa alapjan mindig
10:1 aranyban adagoltam. A tdpanyag-adagolasi stratégidkat tekintve az adagolas Ot esete
meriilhet fel, amit az alacsonyabb gliikkdz felsd limit esetében a 3. tablazatban és a magasabb

gliikéz felsd limit esetében a 4. tdblazatban foglaltam Gssze.

3. tablazat: A tapanyag-adagoldsi stratégia oldat-beadagoldsi esetei alacsonyabb gliikoz felsé limit

eseten
Eset Gliikoz Arginin ,
. — I Esemény

sorszama koncentracié koncentracié

1 >15 mM >25mM nincs beadagolas

2 >15 mM <2,5mM nincs beadagolas

3 <15 mM <2,5mM 1x Feed A és 0,1x Feed B beadagolas

. -
4 <11 mM <25mM 1x“F?ed A és0,1x l*jeed B b?adagolas
gliikdz-oldat (ha még sziikséges)

5 <11 mM >2,5mM gliikéz oldat beadagolas

4. tablazat: A tdpanyag-adagoldsi stratégia oldat-beadagoldsi esetei magasabb gliikoz felsd limit
eseten
Eset Gliikéz Arginin ,
. I L. Esemény

sorszama koncentracio koncentracio

1 >25 mM >2.5mM nincs beadagolas

2 >25 mM <2,5mM nincs beadagolas

3 <25 mM <2,5mM 1x Feed A ¢és 0,1x Feed B beadagolas

. .
4 <11 mM <25mM lx“F?ed A és0,1x lTeed B b?adagolas
gliikdz-oldat (ha még sziikséges)
5 <11 mM >2,5mM gliikoz oldat beadagolas
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Ennek kivitelezésére a kutatocsoport altal fejlesztett adatelemz6 és szabalyozo6 rendszert
alkalmaztam. A bioreaktorban inline felvett Raman spektrumokat a szoftver val6s-idoben
kiértékelte és az altalam fejlesztett kalibracios modellek segitségével meghatarozta a
bioreaktorban a pillanatnyi gliikdz-, arginin- és laktat koncentraciot. A szabalyozé program a
Raman spektrumok kiértékelésével kapott koncentracié és a reaktor térfogatanak ismeretében
kiszdmolja a célkoncentraci6 eléréséhez sziikséges anyagmennyiséget. Ezt tovabb szamolja a
beadagolt oldatok koncentracidi, a pumpalhatd csdszakasz atmérdje és a pumpak fordulatszama
alapjan arra az idOtartamra, ameddig a pumpaknak miikodnie kell. Ez az idémennyiség a
tovabbitott jel a mikrokontrollernek (Arduino UNO), ami vezérli a pumpdkat. A reaktor
térfogatahoz a program automatikusan hozzaadta a beadagolt tdpanyag- ¢s gliik6z oldatokat, a
mintavételezések alkalméval pedig manudlisan korrigdltam az értéket a lugbeadagolas és

mintavétel okozta tomegvaltozasokkal.

4.3.4 Mintavételezés

A bioreaktorbdl hétkéznap naponta kétszer (9 és 15 orakor), hétvégente pedig napi

egyszer tortént mintavétel. A mintakbol:

- meghataroztam az ¢él6 és halott sejtszamot két parhuzamos Biirker-kamras
sejtszamlalassal (lasd 4.2.2 fejezet), majd ebbdl életképességet szamoltam,
mikrobak jelenlétét,

- ellendriztem kiils6 pH mérd segitségével a reaktorban 1évé pH elektrod mitkodeését
(egymas utan kétszer mért 0,5 pH eltérés esetén korrigaltam a reaktorban mért pH
értéket),

- naponta meghataroztam vércukorszintmérdvel (Accucheck) a fermentlé¢ gliikéz

crer

A mintavételekkor ellendriztem a reaktorban 1évé hab mennyiségét, és amennyiben
sziikséges volt adagoltam habgatlo oldatot. Tovabba ellendriztem a reaktorban szabalyozott
paramétereket és a Raman spektroszkdpia-alapi monitorozé és szabalyozo rendszer
miikddését.

A pH mérés és sejtszamlalas utdn a maradék mintdban 1év6 sejteket centrifugaban

tilepitettem (1000 fordulat/perc, 10 perc) és 5 ml feliiluszot fagyasztottam le kés6bbi offline

vizsgélatokhoz:
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- titer mennyiségének meghatarozasa (Octet K2, FortéBio)
- aminosav koncentraciok mérése (S 433 Amino Acid Analyzer, Sykam)
- gliikéz, glutamin, glutamat, laktat, ammonia koncentraciok mérése (Cedex Bio Analyzer

(Custom Biotech, Roche))

A Cedex méréseket a Richter Gedeon Nyrt. munkatarsai végezték el a mintakbol.

4.4  Raman spektroszkopia alkalmazasa

4.4.1 Raman spektroszkdpias mérések

A kisérletek soran a Raman spektrumok felvételéhez Kaiser Raman RXN2 Hybrid
(Kaiser Optical System) tipusu késziiléket hasznaltam (11. abra). A Raman bioszonda optikai

kabel segitségével tovabbitja a 1ézerfényt a fényforrds és a detektort kozt. A kisérletek eldtt

crer

segitségével.

Az alkalmazott Raman spektrométer tulajdonsagai:
Spektrofotométer: Kaiser Raman RXN2 Hybrid
Szonda: MR in-situ probe
Fényforras: 785 nm, 400 mW Invictus diddalézer
Optika: BIO-Optic 220
Detektor: CCD detektor
Miszert vezérld szoftver: iC Raman
Mérési hullamhossz tartomany: 1890 — 200 cm™
Spektralis felbontas: 1 cm™
Spektrum adatpontjainak szdma: 1691

Spektrumfelvétel: 75x10 masodperc

11. abra: Kaiser Raman RXN2 Hybrid spektrométer [13]
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A miiszer 15 percenként egy spektrumot rogzitett, amit 75 db 10 masodperces mérés
Osszeadasaval nyert. A tobb rovid spektrum felvételére azért volt sziikség, mert 1ézerfény
hosszabb ideig tartd6 besugarzasanak hatdsara a rendszerben 1évé biomolekuldk erds
fluoreszcenciaja telitené a detektort. A rovid spektrumok Osszeadasa pedig azért volt célszer,

crer

képest.

4.4.2 Raman spektrumok kemometriai elemzése

Az elemzés célja uj mérések soran a koncentraciok prediktalasara alkalmas robusztus
modell épitése. A Raman spektrumok 1691 hullimszam valtozohoz rendelt intenzitasokat
tartalmaznak. A sokvaltozos adatelemzés soran az irodalomban leggyakrabban alkalmazott
részleges legkisebb négyzetek modszerén (Partial Least Squares, PLS) alapuld regressziot
hasznaltam. A magyarazé valtozok nagy szama miatt nem hasznalhato példaul a legkisebb
négyzetek (Ordinary Least Squares, OLS) modszere, hanem dimenzidcsokkentésre van
sziikség. A PLS ezt tigy valositja meg, hogy az eredeti valtozoteret matematikai transzformacio
segitségével egy ortonormalt térre vetiti, 01, linearisan fliggetlen (latens) valtozokat hozva 1étre,
amelyek maximalizaljdk a kovarianciat a fiiggd valtozéval. A PLS regresszid sordn a
spektrumokhoz, mint fiiggetlen valtozokhoz rendeltem a referenciaértéksort, mint figgd
valtozokat, ami esetemben a gliikéz, arginin, glutamin és laktat koncentracioja. A spektrum- és
koncentracio-adathalmazok elékezelése utan modellt épitettem beldliik, amit keresztvalidacio
utdn kiils6 validacidra, masnéven predikciora, tehat (1j adatpontok becslésére hasznaltam. A
spektrumok kiértékeléséhez a MATLAB R2017a (MathWorks) program PLS_Toolbox 8.2.1
(Eigenvector Researh Inc.) szoftverét hasznaltam. A PLS_Toolbox kezel6feliilete az alabbi
abran lathato (12. abra).

Kalibracios fiiggetlen Prediktalando fliggetlen

valtozo adathalmaz: Adatelokezelési valtozd adathalmaz:
kivalogatott Raman modszerek kivalogatott Raman
spektrumok kivalasztasa spektrumok
| VA
" v I
| __0 Calibrate | | Apply / Validate |
Kalibracios fiigg6 [ Modellépités ] Prediktdlando fiiggd [ Eredmények ]
valtoz6 adathalmaz: a valtoz6 adathalmaz:
spektrumokhoz tartozo6 spektrumokhoz tartozo
referencia értékek referencia értékek

12. abra: A PLS modell épitésének folyamata Matlab PLS_Toolboxban
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A Raman spektrumok spc formatumban alltak rendelkezésemre, amelyekbdl a feldolgozaskor
kivalogattam a referencia mérésekhez tartozo mintavételekkel parhuzamos spektrumokat és azokat

t6ltottem be a modellépitéshez.
4.4.2.1 Adatelokezelés

A Raman spektrumok elékezelésére az alabbi modszereket alkalmaztam:

— Alapvonal-korrekcié (Automatic Whittaker Filter, AWF):

Az algoritmus a spektrumokhoz fliggvényt illeszt €s ez alapjan meghatérozza, hogy mely
adatok vannak az alapvonal felett és melyek tartoznak a hattérzajba (ezek nem tartalmaznak

tényleges informaciot). Kétféle paramétert optimalizaltam:

A: az alapvonal megengedett gorbiiletét jellemzi, minél kisebb, anndl nagyobb a

megengedett gorbiilet.

p: az illesztéshez sziikséges aszimmetria mértékét jellemzi, nagyobb értékeknél a

spektrum nagyobb hanyada keriilhet az alapvonal ala, értéke 0 és 1 kozott valtozhat.
— Normalas:

A spektrumok normélasaval a dinamikus kornyezet miatti fokuszalasi hibakbol és a 1ézer
intenzitas ingadozasabol eredd intenzitaseltolodasok kiiszobolhetdek ki. Az intenzitasértékek

atskalazasaval a valtozok relativ értékeivel dolgozhatunk tovabb.
o Standard Normal Variate, SNV:

A spektrumokbol kivonva a sajat atlagukat, és elosztva a sajat szorasukkal kapunk O

atlagt és 1 szorasu spektrumokat, azaz standard normaélis eloszlast valtozokat.
o Tertiletre normalas

Az adott minta minden valtozéjat (hullamszamok) a kivalasztott valtozd abszolut
értékének Osszegével elosztva eredményiil egy olyan vektort kapunk, aminek a gorbe alatti

teriilete egységnyi.
— Centralas (Mean Center, MC):

Az atlagra centralaskor az egyes hullamszamokon mért intenzitasok értékeibol kivonva a

spektrumhalmaz atlagat csak az atlagtol valo el6jeles eltéréssel dolgozunk tovabb.
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4.4.2.2 Modellepites

A PLS modell elkészitése soran a latens valtozok (Latent Variable, LV) szamat ugy
optimalizaltam, hogy minél jobban leirja az adathalmaz valtozékonysagat. Az optimalis LV
szam meghatarozasa nagyon fontos a predikcio szempontjabdl, ugyanis tal kevés valasztasa
esetén alulillesztett modellt kapunk, amely kevés informaciot hordoz, ha pedig tal sokat, akkor

a modell talillesztetté valhat, és elvesziti a robusztussagat, stabilitasat (13. abra).

RMSE

o 6 6

Modell komplexitasa
13. abra: Alul illesztett (balra), jol illesztett (kozépen) és tulillesztett (jobbra) modell [74]

4.4.2.3 Validalas

A validalas célja annak igazoldsa, hogy a matematikai modell a valosdgnak megfeleld
mennyiségi informacidt szolgaltatja. Ezt két féle modon valdsitottam meg:
- akalibral6 mintasor bizonyos elemeinek felhasznalasaval (kereszt-validacio),

- ¢és fluggetlen, ismert Gsszetételli mintak felhasznalasaval (teszt-validacio).

A keresztvaliddcionak két kritikus funkcidja van a kemometridban. Egyrészt lehetdvé
teszi egy modell optimalis komplexitasdnak felmérését (a LV-k szadmat), masrészt pedig egy

modell teljesitményének becslését, ha azt ismeretlen adatokra alkalmazzak.

Venetian blinds tipusu kereszt-validaciot alkalmaztam. A modszer az eredeti spektrum
adathalmaz elemeit ciklikusan 1, 2, ... n szamozva, és az azonos szamuakat egy csoportba

sorolva n db halmazt képez. A kalibraciés adathalmaz 1/n-ed részét teszthalmaznak kihagyva,
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a megmaradt adatokbol (modellezé halmaz) modellt készit. A kereszt-validalasi eljarast tobb

korben, eltérd teszthalmazok kihagydsaval megismételte.

A teszt-validaci6 soran fiiggetlen kisérletbdl szarmazé (a modellez6 adathalmaztol
fliggetlen) adatokat hasznaltam fel. A modelleket hagyomanyos bolus tapanyag-adagolasu fed-

batch kisérlet monitorozasaval teszteltem.

4.4.2.4 Optimalizalas

Az optimalizaciot a Pearson-féle korrelacios egylitthatd (Pearson’s correlation
coefficient, R) és ennek négyzete (R?), valamint az atlagos négyzetes hiba gydke (Root Mean

Square Error, RMSE) alapjan végeztem, az 1-2 egyenlet szerint:

(Y — V) — )

R = )
Jzz;l(n — S (v — )2
RMSE = \/ ?:1(3’;1_ yl)z )

A latens valtozok szamat és az adatelokezelés beallitasait iterativ modon optimalizéltam

az R? és az alabbi hibaértékek alapjan:

- a kalibracio atlagos négyzetes hibajanak négyzetgyoke (Root Mean Square Error of
Calibration, RMSEC),

- akereszt-validaci6 atlagos négyzetes hibajanak négyzetgyoke (Root Mean Square Error
of Cross Validation, RMSECV),

- apredikcio atlagos atlagos négyzetes hibajanak négyzetgyoke (Root Mean Square Error
of Prediction, RMSEP).

4.5 Fehérje titer meghatarozasa

A termelt adalimumab mennyiségét bioréteg interferometrian (Biolayer Interferometry,
BLI) alapuldé méréssel (Octet K2, FortéBio; Octet Data Acquisition és Analysis Szoftver)
hatdroztam meg. A BLI egy optikai analitikai mddszer, amely fényhullamok kozti interferencia
mintdzatok alapjan képes szaloptikds bioszenzorokkal valés idében monitorozni a
biomolekularis kélcsonhatasokat. A bioszenzoron fehér fény halad at, és a fénysugarak az
optikai szal végén 1évé két optikai hatarfeliiletr6l visszaverddve (belsé referencia réteg és

biomolekularis réteg) egymast erdsitve vagy gyengitve interferalnak, amit egy CCD detektorsor
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detektal. Mikor a bioszenzor az analatot tartalmazo6 oldatba meriil, azok a szenzor feliiletéhez
kotddve megnovelik a rétegvastagsagot, igy a két fényvisszaverd feliilet kozti tavolsagot, ezzel

eltolva az interferencia mintazatot (14. abra).

A kalibralashoz Humira referenciakészitménybdl higitasi sort készitettem 0-500 pg/ml
koncentracio-tartomanyban, majd pedig a mintakat megfeleléen higitva egy 96 lyuku plate-be
pipettaztam. A standardekbdl €s a mintakbol is két parhuzamos mérést végeztem. A higitast
minden esetben foszfattal pufferolt sooldattal (Phosphate-buffered saline, PBS) végeztem.
Minden lyuk, kivéve a regeneralo oldatot tartalamzod, 0,5% Tween 20 oldatot tartalmazott a
nemspecifikus kotddések elkeriilésének érdekében. A mérésekhez Protein A (Sartorius Stedim
Biotech) szenzorhegyet hasznaltam, amit 1,5 pH értékii 10%-os glicin oldattal regeneraltam és

PBS oldattal neutralizaltam az egyes mérések kozott.

—»  Octet Bioszenzorok

Optikai szél hegy

oooooooo}\wmwﬂ o
0000000O Beeso fehér ?{:il JIEI- ; é
OI0]0I0ICI0I010. fény" = i
COOOOOOO ) =
COOCOOOOO K
COOOOOOO ) ! . =
QOOOOOOO Optikai & fuy s ¢'¢ z
00000000 e Lo -
QOOOOOOO® o \\ Biokompatibilis ~ Hullamhossz (nm)
olojelolelolole; S, ke
PP00OOOO® ook - ]Ii’;l;gbﬂ‘za“
QOO@OOO®O®O®  Neualizils oldatok i

14. abra: A miiszerbe tehetd 96 lyuku plate lehetséges elrendezése [15] (balra) és a szenzor

miikodésének vazlatos rajza [76] (jobbra)

4.6 Aminosav koncentraciok meérése

Az aminosav koncentraciok meghatarozdsa Sykam automata aminosav analizatorral (S
433 Amino Acid Analyzer, Sykam) tortént. A méréseket Pantea Eszter és Simon Laszld
segitségével végeztem el. A modszer alapja, hogy az aminosavakat egy kationcseréld oszlopon
elvélasztjuk, majd ninhidrinnel reagaltatjuk, ami primer és szekunder aminosavakkal szines

vegyiiletté alakul at, igy lehetdvé teszi az UV detektalast.

Az aminosavak elvalasztisdhoz 5. tablazatban részletezett Osszetételi eluenseket

alkalmaztuk.
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5. tablazat: Az aminosavak elvalasztasahoz hasznalt eluensek osszetétele

Aceluens Beluens Celuens Regeneralé oldat
Litium-hidroxid (LiOH, Merck) [g/L] 2,877 4,796 4,796 10,790
Citromsav monohidrat (Merck) [g/L] 15,00 15,00 10,00 -
Litium-Klorid (LiCl, Merck) [g/L] - 4,24 4,20 -
EDTA [g/L] - - - 0,40

Etanol (EtOH, Merck) [mL/L] 50 - - -

Borsav (Merck) [g/L] - - 10,00 -

Kaprilsav (Merck) [mL/L] 0,1 0,1 0,1 -

Sésav (HCl, 37%, Merck) [mL/L] 7,3 7,4 3 -
pH 2,9 4,2 8 -

Az eluensek szamara hiithetd tarold rész all rendelkezésre, minden iiveg specialis
kupakkal rendelkezik, amely lehetové teszi a légterek nitrogénnel Oblitését. A mintak
automatizalt injektalas (100 ul) utan a mozgo6fazissal eljutnak a hémérséklet program (37-70°C)
szerint fiithet6 kationcserélé oszlopra (Cation Exchange Column, LCA KO7/Li 4,6x150mm;
Sykam), ahonnan tavozva az eluatum Osszekeveredik a ninhidrinnel, majd a 130°C-ra flit6tt
reaktoron keresztiil aramolva megtorténik a szinreakci6. A pufferek dramlési sebessége 0,45
ml/6ra, a reagens aramlasi sebessége 0,2 ml/6ra volt. A végén kétutas fotométerbe jutva
detektalhatjuk az elvéalasztott aminosavakat 440 és 570 nm hulldmhosszokon. A kalibracidhoz
10-szeres higitasa PH-S Standard oldatot (Standard Stock Solution Type PH-S for
Physiological Serum Sample Analysis; Sykam) alkalmaztunk. [77]
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5 Eredmények ¢€s értékelésiik

5.1 AKalibracios modellek fejlesztése

A bioreaktoros CHO sejttenyésztések soran a gliikoz-, arginin-, glutamin- és laktat
koncentraciok Raman spektroszkopiaval valé nyomon kovetéséhez sziikkség van kalibracios
modellek készitésére. Ezek elkészitéséhez hat korabban, a kutatocsoport segitségével végzett
bioreaktoros kisérletbdl (KAL3, KAL4, KALS, KAL6, KAL7 és KALS jelolést kisérletek)
szarmaz6 adatpontokat hasznaltam. A gliikoz koncentracio prediktalasara épitett modell
esetében tovabbi két, régebbi bioreaktoros kisérlet (KALI, KAL2 jelolésti kisérletek) és
razélombikos tenyészetek (LOMB jelolés alatt 6sszefoglalva) eredményeit is felhasznaltam,

mert a gliikkoz monitorozasaval elébb kezdett foglalkozni a kutatocsoport.

A gliikoz, glutamin, glutamat, laktat és ammonia esetében a referencia koncentraciok
mérése a Cedex Bio Analyzer késziilékkel tortént, mig az arginin esetében a Sykam automata

aminosav analizatorral.

5.1.1 A Raman spektrumok elokezelése

Raman spektroszkopia esetén az adatok kiértékeléséhez sziikség van kiilonbozo
matematikai eléfeldolgozasi miiveletekre az olyan hatasok (fluoreszcencia, oldatban 1évo
szilard részecskéken és buborékokon szordédd fény, detektor zaj stb.) csokkentésére vagy
eltavolitasara, amelyek rontjak az értékes informacio kinyerését a vizsgalt spektrumbol. Ezek a
hatdsok altalaban a spektrumban alapvonal eltolodast, spektralis zajt €s nagy intenzitast

csticsokat eredményeznek.

Nem létezik univerzalis matematikai el6kezelés. Minden mérési spektrumhalmaznak
sajat specialis megoldasa van, igy az egyes elokezeléseket kiilonb6zé beallitasokkal
kiprébaltam, majd a hatasukat Osszevetve kivalasztottam a legjobbat. A Raman spektrumok
esetén leggyakrabban alkalmazott eldkezelési 1épések az alapvonal-korrekcid, a derivalas, a
normalas ¢és a centralas. A spektrumok elOkezelését a 4.4.2.1 fejezetben részletezett
modszerekkel végeztem. Iterativ médon a RMSEC és RMSECV értékek alapjan optimalizalva
kiilonboz6 spektrum-transzformaciokat, és azok kiilonbozo beallitasait talaltam a legjobbnak
az egyes komponensek esetében. Ezeket az 6. tablazatban foglaltam G6ssze. Az aminosavak
esetében (arginin és glutamin) a spektrumok végét levagtam (200-320 cm™t), mert ugy talaltam,

hogy nem tartalmaz relevans informaciot. Tovabba teriiletre normalast alkalmaztam az
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aminosavak esetében a Raman szonda iivegének a jelére (388-424 cm™1). A referencia

koncentraciokon minden esetben atlagra centralast végeztem.

6. tablazat: A Raman spektrumok elékezelése az egyes komponenseknél
Alapvonalkorrekcio Normalas Centralas

Glikez  AWF (1=10000; p= 0,001) SNV MC

o Teriiletre normalas
A = T p= NV M
rginin AWF (1=10000; p=0,001) S (388-424 cm-1) C

Terliletre normalas
Glutamin AWF (1=10000; p=0,001) S (388-424 cm~1) C

Laktt AWF (1=1000; p= 0,001) SNV MC

Az el6kezelés hatdsa az arginin koncentracid kalibracios modelléhez felhasznalt

spektrumokra az alabbi abran tekinthetd meg (15. abra).

35 X 10° Nyers spektrumok Elékezelt spektrumok

5 0.025
i 0.02
25¢ A /i
| /

1

— 0.015 -
0.01 -
0.005

Intenzitas [-]
Intenzitas [

-0.005

-0.01

0 = 0.015

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200 ’ 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Raman eltolodas [1/cm] Raman eltolédas [1/cm]

15. abra: Az arginin koncentracio kalibracios modelléhez felhasznalt spektrumok az elokezeleés elott
(bal oldalon) és utan (jobb oldalon)

5.1.2 PLS modellépités és keresztvalidalas

Az adatok elOkezelése utan PLS regresszidval modelleket épitettem az egyes
komponensekre. A modellek belsé validalasat venetian blinds tipust keresztvalidacioval
végeztem (4.4.2.3 fejezet) az adatok 10-15%-anak kihagyasaval. A gliikoz esetében az adatok
1/8-at, az arginin esetén 1/7-ét, glutamin esetén 1/8-at, laktat esetén pedig az 1/9-ét hagytam ki
tesztelo adathalmaznak. A latens valtozok szamat a keresztvaliddlas utan a RMSECV érték
figgvényében optimalizaltam, hogy robusztus modelleket kapjak (4.4.2.2 fejezet). A
modellépités soran néhany kiugré értéket ki kellett zarnom, mert vagy a rogzitett spektrum nem

volt megfeleld, vagy pedig a referencia koncentracido mérése volt pontatlan.
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Az egyes komponensek koncentrdcidira épitett modellek optimalis beallitasait és
RMSEC, RMSECV és R? értékeit a 7. tablazat tartalmazza. A modellek altal becsiilt gliikkéz-,
arginin- és laktat koncentraciok a teljes kalibralasi tartomanyban jol korreldlnak a mért

referencia koncentracio értékekekel (16. abra).

7. tablazat: A fejlesztett modellek teljesitményjelzoi

Kalibracios
Adatpontok  tartomany LV RMSEC RMSECV
szama (mM) (db) (mM) R?C (mM) R?CV

Gliikoz 204 0,0-58,4 6 1,94 0,978 2,31 0,968
Arginin 88 1,1-6,0 5 0,275 0,939 0,359 0,895
Glutamin 123 0,17-9,55 3 1,32 0,657 1,39 0,622
Laktat 123 0,13-73,4 4 2,77 0,975 3,18 0,967
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16. abra: Az adott komponensekre fejlesztett modellek dltal becsiilt értékek a referencia mérések
fliggvényében a gliikéz (bal fent), arginin (jobb fent), glutamin (bal lent) és laktdt (jobb lent) esetében
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A gliikéz, arginin és laktat komponensekre felallitott kalibracios modellek kicsi, az
adattartomany kozepére szamolt hibaval (glikoz: 7%; arginin: 11%; laktat: 8%) képesek
becsiilni a koncentraciokat, és az abrakon lathato, hogy a torzitasok is kicsik (Bias). A glutamin
koncentraci6 kovetésére fejlesztett modell azonban magasabb, 28% relativ hibaval rendelkezett
az adatpontok nagy szorasa miatt. Ezt igazolja a glutamin modell fejlesztése soran kapott
alacsony (0,622) R?CV érték is. A referencia adathalmaz foként 3 mM glutamin koncentracio
alatti pontokat tartalmazott (az adatpontok tobb, mint 70%-a), igy ennek az adathalmaznak a
variabilitasanak novelésével javithatdo a glutamin modell predikcios képessége. Mivel ezt a

modellt nem itéltem megfelelének, nem hasznaltam a késdbbiekben valds-idejii monitorozasra.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a Raman spektroszkdpia alkalmas analitikai
modszer CHO sejtek tenyészetében a gliikdz-, arginin-, és laktat koncentraciok pontos nyomon
kovetésére, valamint tovabbi fejlesztés utan a glutamin koncentracid6 nyomon kovetése is

megvalosithato.

5.2 Avalos-idejii monitorozas megvalositasa

A gliikoz-, arginin- és laktat modellek kiils6 validalasat a hagyomanyos bolus tapanyag-
adagolasu fed-batch kisérlettel végeztem el, illetve a mintakbol mért referencia koncentraciok
alapjan szamolt RMSEP és R2P értékekkel jellemeztem a modelleket. Ezeket a 8. tablazatban

foglaltam Ossze.

8. tablazat: A modellek predikcios teljesitményjelzdi fiiggetlen validalo kisérlet esetén

RMSEP (mM) R2P
Gliikoz 3,16 0,962
Arginin 0,392 0,798
Laktat 3,38 0,916

A gliikoz-, arginin- és laktat koncentracio valos-idejii monitorozasat a kutatocsoport altal
fejlesztett adatelemzd szoftver segitségével valdsitottam meg. A Raman spektrumokbol
szamolt valos-idében meghatarozott koncentraciok és a referencia mérések eredményei az
alabbi abrakon lathato (17. abra). Az iC Raman szoftver memoria probléma miatt nem gy@jtott
a 221. és 238. tenyésztési ora kozott spektrumokat. Ez az abrdkon a Raman spektrumokbol

becsiilt koncentraciok megszakadasan latszik.
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17. abra: A gliikoz (fent), arginin (kézépen) és laktat (alul) koncentracio valos-idejii monitorozasa
Raman spektroszkopidaval a teszt-validalo kisérlet soran (GLC: gliikoz, ARG: arginin, LAC: laktat)

A kalibraciés modellek jol becsiilték a komponensek koncentracioit, a modellek RMSEP
értékei egy nagysagrendi tartomanyban vannak a RMSEC ¢és RMSECYV értékekkel. A gliikoz

esetében az alacsony koncentraciok esetén nagyobb eltéréseket tapasztaltam a referencia
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értékektdl. Ez azzal magyarazhatod, hogy ebben a koncentracié tartomanyban kevesebb a

kalibral6 adatpont, mert felvételiik nehézkes, hiszen ilyenkor ¢heznek a sejtek.

Az arginin esetén a modell nagyobb hibaval tudta prediktdlni a koncentraciokat, a
prediktalt és a referencia mérések kozotti eltérés a modell hibahatdran beliil van. Az eltérések

adodhatnak a Sykam aminosav referenciamérés pontatlansdgabol.

A laktat koncentracié nyomon kovetése az utolsé két pontban mutat nagyobb eltérést a
referencia koncentracioktol. Ennek oka, hogy a modell féként 35 mM alatti kalibralé pontokat

tartalmaz (16. abra).

Osszességében elmondhatd, hogy a modellek bélus tapanyag-adagolasu kisérleten valo
alkalmazasaval validaltam azok josagat. A Kifejlesztett modellek alkalmazasaval sikeresen
megvalositottam az emlGssejtes bioreaktoros kisérlet tapanyag és melléktermék komponensek

koncentracidinak val6s-idejii monitorozasat.

5.3 Dinamikus tapanyag-adagolasi stratégiak fejlesztése

A fed-batch kisérlet soran a tipanyagok adagolasa elére meghatarozott adagokban tortént,
amely hatasdra a tapanyagkoncentraciok ingadozasat tapasztaltam. A gliikéz a 190. és 238.
tenyésztési oraban is majdnem 0 mM-ra csokkent, illetve a tdpanyagadagolasok hataséara 0,66-
39,7 mM kozott valtozott. Az arginin koncentracid a bioreaktoros tenyésztés soran az 1,08-3,05

mM koncentracié tartomanyban valtozott.

A 2.2 fejezetben leirtak alapjan a gliikoz koncentracié optimumanak megtalalasa, és adott
értéken tartasa kiemelten fontos. Ennek oka, hogy amennyiben nincs elegendé mennyiségben
jelen a sejtek nem nének megfeleld sebességgel, és nem termelnek elég antitestet. Ellenkezd
esetben pedig nem torténik meg a laktat shift, a laktat felhalmozodik, az életképesség pedig

leesik. Mindkett6 gydgyszeripari gyartas szempontjabol kedvezdtlen lehet.

A gliik6éz mellett a rendelkezésre allo arginin mennyiségének — esszencialis aminosav
1évén — is fontos szerepe van CHO DG44 sejtek életében az életképességre és a MAb-termelésre
gyakorolt pozitiv hatdsan keresztiil. Tl sok arginin azonban toxikus a sejtek szdmara. Tovabba
az arginin Raman spektroszkopidval jol mérhetd a tenyésztés soran, és megfeleld indikatora a
tenyészet szamara sziikséges aminosavak fogyasanak a tdpanyagoldatokbol. Errdl szintén a 2.2

fejezetben irtam részletesebben.
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A tapanyagok szintjének szabdlyozasaval azonban optimalis kornyezet biztosithatd a
sejtek szamadra, ezért célom volt a gliikkdz- és arginin koncentraciok optimalis szinten tartdsa

Raman spektroszkopia-alapu dinamikus tdpanyag-adagolasi stratégiak alkalmazasaval.

A valos-idejii monitorozas €s automatizalt szabalyzas megvalositasara alkalmazott
rendszer vazlata a kovetkez6 abran lathat6 (18. abra). A korabbi kisérletek Raman spektrum és
offline mért referencia koncentraci6 adatparjaibol épitett kalibracidés modelleket betdltottem az
adatelemz6 szoftverbe, amely segitségével valos-iddben monitoroztam a gliikoz-, arginin-, és
laktat koncentraciokat a bioreaktoros kisérlet soran. A Raman spektrumokbol szamolt
pillanatnyi gliikdz- és arginin koncentracid alapjan az automatizalt rendszer folyamatosan
potolta az 4llando értékre torténd szabalyozashoz a sziikséges tapanyag- €s gliikéz oldatokat

(4.3.3.2 fejezet).

Valds-idejd monitorozas Automatizalt szabalyozas
.

Tobbkomponensii tdpanyag
oldatok rataplalasa

Offline Raman Spektrum ><
referencia i

koncentraciok

Kedvezd tenyésztési kérnyezet
biztositasa a sejtek szamara

Tébbvaltozds
adatelemzés

Feed adagolé
pumpak
vezérlése

C wwl >n

ARG [mM]

Raman predikcic < Alapérték
Dinamikus Tapanyag Adagolas

s " s .
Culture time (day]

Gliikoz, laktat és arginin
B valds-idejl meghatarozasa

18. dbra: A valds-idejii monitorozds és automatizalt szabalyzas megvalositasanak vazlata

A kisérletek soran a gliikozt 11 mM-os értékre, ahogy a legtobb irodalomban olvashato
[70], az arginint pedig 2,5 mM-os értékre szabalyoztam, mikdzben a gliikkoz fels6 szabalyozasi
limitet két szinten valtoztattam (15 mM ¢és 25 mM). A felsd limit bedllitasara azért volt sziikség,
mert az arginin koncentracioja eldbb esik a szabalyozasi érték ald, mint a gliikozé, és mivel a

beadagolando Feed A oldat gliikozt is tartalmaz, fennallna a gliikkoz tultaplalasanak esélye.
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A mintakbol offline mért referencia koncentraciok alapjan szamolt predikcios
teljesitményjelzéi a modelleknek a 9. tablazatban tekinthetéek meg a két szabalyozott

tapanyag-adagolasu kisérlet esetében.
9. tablazat: A modellek predikcios teljesitményjelzdi a két szabadlyozott kisérlet esetében

Dinamikus tapanyag-adagolasi Dinamikus tapanyag-adagolasi
stratégia 15 mM gliik6z fels6 limittel stratégia 25 mM gliik6z felsé limittel

RMSEP (mM) R%P RMSEP (mM) R2P
Gliikéz 2,35 0,988 2,91 0,969
Arginin 0,215 0,927 0,292 0,599
Laktat 1,73 0,965 2,00 0,973

A gliikkdz- és arginin koncentracid valos-idejii monitorozdsa alapjan megvalositott
szabalyozas soran az alabbi abrakon lathato a koncentraciok valtozasa az alacsonyabb (19. abra)
¢és a magasabb gliikoz felsé limitet engedd stratégia esetében (20. abra). Hasonlo abrak

talalhatoak meg a Fiiggelékben a laktat valds idejii monitorozasar6l (28. abra).
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19. dbra: A valos-idejii monitorozads alapjan megvalositott dinamikus tapanyag-adagolasi stratégia
15 mM gliikoz felso limittel (GLC: gliikoz, ARG: arginin)
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20. abra: A valos-idejii monitorozas alapjan megvalositott dinamikus tapanyag-adagolasi stratégia
25 mM gliikoz felsé limittel (GLC: gliikoz, ARG: arginin)

A modellek mindkét esetben megfelelden becsiilték a komponensek koncentracioit és a
RMSEP értékei kozel vannak a RMSEC és RMSECV értékekhez (9. tablazat). Tovabba a
modellek kisebb predikcios hibaval becsiilték a komponensek koncentracioit, mint a fed-batch
kisérlet esetén (8. tablazat). Ennek az oka, hogy a referencia adathalmaz tobb szabalyozott
kisérletbdl szarmazo6 adatpontot és kevesebb fed-batch kisérletbdl szarmazo adatot tartalmazott.
A Raman spektroszkopia alkalmazasa soran kiemelten fontos a megfeleld kalibral6 adathalmaz
kivalasztasa, amely megfelelden reprezentdlja a monitorozni kivant adatok variabilitasat.
Fontos megjegyezni, hogy egy adott rendszeren kifejlesztett modszer csak abban az esetben
alkalmazhaté megbizhatdan egy masik rendszerre, ha az 0j rendszerbdl szarmazo pontokkal a

kalibracios modellt kiegészitik.

Az arginin esetében a magasabb gliikkoz limiti szabalyozasi kisérletben a Raman
predikcio eltérése a referencia mérésektl minden esetben a modell hibahataran beliil van. Az
R?P alacsony értékét az magyarazza, hogy szinte az egész kisérlet alatt egy érték koriil
ingadozott a koncentracidja, igy a modell a sziik koncentracio tartomanyban 1évé adatokra nem

r

tudott jo illeszkedésii egyenest illeszteni.
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21. abra: A beadagolt Feed A oldat kumuldlt mennyisége a szabalyozott kisérletek sordan

A fenti abran lathat6 tdpanyagoldatok beadagoldsanak folyamata a szabalyozott
kisérletek esetében (21. abra). Az alacsonyabb gliikoz fels6 limitl tapanyag-adagolasi stratégia
esetében 249 ml tapanyagoldat beadagolasa tortént 6sszesen a kisérlet alatt. A magasabb gliikoz
fels6 limitli tipanyag-adagolasi stratégia esetében a 91. 6raban, 33 oraval hamarabb kezd6dott
el a tapanyagoldatok beadagolasa, és 6sszesen 262 ml tapanyagoldat beadagolasa tortént ebben
az esetben.

A bolus tapanyag-adagolasu fed-batch kisérletnél Osszesen 294 ml tapanyagoldatot
adagoltam be (25. abra). Ehhez képest mindkét szabalyozasi kisérlet esetében kevesebb
oldatmennyiségekre volt sziikség. A tapanyag oldatok magas ara miatt a Kifejlesztett

szabalyozasi stratégia ipari viszonylatokban jelentds koltségmegtakaritast eredményezhet.

Osszefoglalva az eredményeket a modellek jol alkalmazhatéak a tenyészet valos-idejii
monitorozasara, €s alkalmasak a tdpanyag koncentraciok szabdlyozasdnak megvalositasara. A
Raman spektroszkodpia-alapti dinamikus tdpanyag-adagolassal sikeriilt a gliikoz- és arginin
koncentraciokat a kivant értékeken tartani. A szabdlyozasi stratégia segitségével elkeriilhetd

volt a tadpanyagok elfogyésa és nagymértékil ingadozasa.

5.4 A tapanyag-adagolasi stratégiak hatasanak vizsgdlata a sejttenyészetre

Ebben a fejezetben szeretném ismertetni Raman spektroszkopia-alapt dinamikus
tapanyag-adagolasi stratégiak kiilonb6z6 tenyésztési paraméterekre gyakorolt hatasat minden

ponton Osszehasonlitva a bolus tadpanyag-adagolasu fed-batch kisérlet eredményeivel.

A glutamin-, glutamat-, laktat- és ammonia Cedex méréssel kapott koncentracioi a

tenyésztési id6 fliggvényében a szabalyozott kisérletekre az alabbi abrakon lathatdak (22. abra).
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22. abra: A kétféle szabalyozasi stratégia hatasa a glutamin (bal fent), glutamat (jobb fent), laktat (bal
lent) és ammonia (jobb lent) koncentraciora

A glutamin koncentracidk esetében nem volt szignifikans eltérés a két tdpanyag-adagolasi
stratégia kozott. Az alap médium 6 mM glutamint tartalmazott, amelyet a sejtek mindkét
kisérlet esetén azonos sebességgel fogyasztottak el. A beadagolt tdpanyag glutamin helyett
glutamatot tartalmaztak, amely egy altalanos stratégia az ammonia koncentracié csokkentésére
a bioreaktoros sejttenyésztések soran. A magasabb gliikkoz felsd limitli szabalyozasi stratégia
esetén a tapanyagadagolds korabban kezdddott, ezért a glutamat koncentracidja a kisérlet
kozepén magasabb volt, emellett a glutamat lebontasabdl szarmazé ammonia lassabban
halmozodott fel. Az alacsonyabb ammonia koncentracié kedvezd volt a sejtek szamaéra, igy a
tenyészetet 26 oraval tovabb sikeriilt fenntartani. A magasabb gliikdz felsd limitli szabalyozasi
stratégidval ugyan magasabb volt a laktat koncentracidja a tenyésztési folyamat soran, de a
laktat-shift megtortént, és igy sikeriilt csokkenteni a laktat akkumulaciojat mindkét

szabalyozasi stratégia soran.

Mindezzel szemben, ugyan a bdlus tapanyag-adagolasti fed-batch kisérletnél is

megtortént a laktat shift, hiszen volt, hogy a gliikoz majdnem teljesen elfogyott, de a
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tapanyagok koncentracidinak széles tartomanyban vald ingadozasa kedvezdtlen volt a sejtek
szdmara. A tapanyagoldatok nagymennyiségli beadagolasai utdn a laktdt és ammonia
metabolitok koncentracioi megemelkedtek (26. abra). A laktat maximalis koncentracidja 37,1
mM volt, mig az ammoénidé¢ 6,63 mM. A laktat és ammonia felhalmozodasa gatolta a

sejtnovekedést €s erdsen lecsokkentette az €életképességet.

A kovetkezé abrakon a kétféle szabalyozasi stratégia hatasa tekinthetd meg az él6

sejtszamra ¢és az életképességre (23. abra), valamint a termelt adalimumab mennyiségére (24.

abra).
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23. abra: A kétféle szabalyozasi stratégia hatasa az él6 sejtszamra (fent) és az életképességre (lent)

Az 4brék alapjan elmondhato, hogy magasabb é16 sejtszamot (26,2 * 106 db/ml szemben
a 23,4+ 10° db/ml-rel) sikeriilt elérnem, amit hosszabb ideig tudtam fenntartani jobb
¢letképességgel a magasabb gliikoz felsd limitli dinamikus tdpanyag-adagolasi stratégia
alkalmazasaval. Ennek hatterében valoszintileg az all, hogy az alacsonyabb gliikoz fels6 limitet

engedd szabalyozasi stratégiaju kisérletben az ammonia felhalmozodott.
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A szabalyozott kisérletekkel szemben a bolus tdpanyag-adagolast fed-batch kisérletben
hasonldéan magas €16 sejtszamot sikeriilt elérni, azonban ez nem volt sokdig fenntarthat6 a
magasabb toxikus metabolit koncentracidk hatasara az életképesség lecsokkent, és a kisérletet

le kellett allitani (27. abra).
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24. abra: A kétféle szabdlyozasi stratégia hatdsa a termelt adalimumab mennyiségére

A monoklondlis antitest termelésének tendencidjaban nincs nagy kiilonbség a két
szabalyozott kisérlet esetében, azonban mivel tovabb sikeriilt fenntartani a tenyészetet a
magasabb gliikéz felsé limitli tapanyag-adagolasi stratégiaval, igy ebben az esetben majdnem
kétszerannyi termék nyerhetdé ki a fermentlébdl. A harom kiilonbozd tapanyag-adagolasi
stratégiaju kisérletekre a térfogattal korrigalt végso adalimumab termék mennyiségét a 10.
tablazatban foglaltam Ossze. A legjobb eredményt a dinamikus tdpanyagadagolasi stratégiaval,
25 mM gliikoz fels6 szabalyozasi limit mellet sikeriilt elérni. A kisérlet soran 1,68 g terméket
allitottam eld, ami 60%-kal t6bb a bolus adagolasu fed-batch kisérlethez képest. A szabalyozasi
technikak termékmindségre gyakorolt hatdsat egyelére nem volt lehetdségiink vizsgalni, de

tervezziik a jovoben bdviteni a kutatast ezen a teriileten.

10. tablazat: A kiilonbozo tapanyag-adagoldsi stratégidk esetén a titer mennyisége
Tapanyag-adagolasi stratégia Titer [g]

Dinamikus, 15 mM gliikoz felsd limittel 0,886
Dinamikus, 25 mM gliikoz felsé limittel 1,68
Fed-batch 1,01

Osszefoglalasként megéllapithatd, hogy a sejttenyészetre pozitiv hatassal van a

tapanyagok koncentracidinak szabalyozésa. Sikeriilt kedvezd kornyezetet biztositani a sejtek
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szamara a sejtndvekedéshez €s antitest termeléshez, kiilondsen a magasabb gliikoz felsé limitl
dinamikus tdpanyag-adagolasi stratégiaval. Az inline Raman spektroszkopia-alapt
folyamatmonitorozas kifejlesztése megnyitja az utat tovabbi, a szabalyozasi paraméterek
optimalizalasara iranyulo kutatasok el6tt. Ezenkiviil folyamatban van a glutamin, glutamat és
ammonia koncentracié pontos meghatarozasara alkalmas modellek kifejlesztése, hogy valos-

idejli monitorozasukkal jobban tanulmanyozhassam a tenyésztés metabolikus folyamatait.

6 Osszefoglalas

Kutatomunkam soran adalimumab termelé kinai horcsog petefészek sejtek fed-batch
bioreaktoros tenyésztését végeztem. A kritikus tapanyagkomponensek inline Raman

spektroszkopia alapjan torténd valos-idejii monitorozasat és szabalyozasat valositottam meg.

A Raman spektrumok kiértékelésére részleges legkisebb négyzetek modszerén alapuld
regresszids modelleket fejlesztettem, amelyeket egy hagyomanyos bélus tdpanyag-adagolasu
kisérlet segitségével validaltam. A modellekkel sikeresen kovettem a gliikoz, arginin és laktat
idejii informdacié alapjan, egy automatizalt szabalyozd rendszer segitségével, a sejtek
fogyasztasanak megfeleléen adagoltam a tapanyagokat a bioreaktorba. A kidolgozott
dinamikus tdpanyagadagolasi stratégia sordan a glilkoz koncentraciot 11 mM, az arginin
koncentraciot 2,5 mM értékre sSzabdlyoztam a gliik6z oldat és a tobbkomponensi
tapanyagoldatok beadagolasat. Tovabba vizsgaltam a 15 mM-os és a 25 mM-os gliikoz fels6

szabalyozasi limit hatasat a sejtek metabolizmusara, novekedésére €s termelésére.

A kifejlesztett dinamikus tdpanyagadagolasi stratégia hatdsara hosszabb tenyésztési idot
¢s magasabb él0 sejtszamot, igy tobb antitest terméket sikeriilt elérni. Az eredmények
bizonyitjak, hogy az inline Raman spektroszkopia alkalmas moddszer biotechnoldgiai
folyamatok valos-idejli monitorozéasara és szabalyozéasara. Tovabba a valds-idejii informacio
lehetdséget ad a folyamatok jobb megértésére €s eldsegiti a tenyésztési folyamatparaméterek

optimalizalasat.
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8 Fiiggelek

11. tabldzat: A bioreaktorhoz csatlakoztatott agak pontos szerelése

A csatlakoztatott
oldat

Lug oldat

Habzasgatlo

Gliikoz oldat

Feed A

Feed B

Tapoldat + inokulum

Mintavevo és sooldat

leereszto ag

A csatlakoztatas kivitelezése

pumpalhato6 szakasz,

ures lUveg

pumpalhat6 szakasz,

ures uveg

pumpalhato6 szakasz,

ures uveg

pumpalhato szakasz,
hegeszthetd szakasz,

hoffmann szoritd

pumpalhato szakasz,
hegeszthetd szakasz,

hoffmann szoritd

pumpalhato szakasz,
hegeszthetd szakasz,

ures uveg

visszacsapo szelep

Na>COs oldat autoklavban sterilizalva és

fillke alatt csatlakoztatva

oldat gyart6 altal sterilizalva

gliik6z-oldat autoklavban sterilizalva és

fillke alatt csatlakoztatva

oldat sziiréssel sterilizalva, majd

reaktorhoz hegesztve

oldat sziiréssel sterilizalva, majd

reaktorhoz hegesztve

tapoldat sziiréssel sterilizalva, fiilke alatt
csatlakoztatva, majd inokulum

hozzahegesztés
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25. abra: A bolus tapanyag-adagolds soran beadagolt Feed A kumulalt mennyisége
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26. abra: A bolus tapanyag-adagoladsu kisérlet soran a laktat és ammonia koncentrdcio valtozdasa a
tenyésztési idé fiiggvényében
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27. abra: A bolus tapanyag-adagoldsi stratégia hatasa az élo sejtszamra és az, életképességre (bal
oldalon), és a termelt adalimumab mennyiségére (jobb oldalon)
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28. dbra: A laktat koncentrdcio valos-idejii monitorozasa Raman spektroszkopidval az alacsonyabb

(balra) és magasabb (jobbra) gliikoz felsd limitet engedd dinamikus tapanyag-adagolasu kisérlet

sordan (LAC: laktat)
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