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Zellkulturbehalter fiir den Einmalgebrauch
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft u. a. ein Verfahren zur Herstellung eines Zellkul-

turbehalters fur den Einmalgebrauch.

Derartige Zellkulturbehalter sind aus dem Stand der Technik seit langer Zeit be-
kannt und sind mindestens teilweise aus Polymermaterial gefertigt. Die bekannten
Zellkulturbehalter konnen mehrlagig aufgebaut sein, wobei die Innenlage, d.h.
diejenige Lage, die mit den Zellkulturen in BerGhrung kommt, aus Polymermaterial
gefertigt ist. In der Regel besteht zumindest diese Lage bzw. Schicht aus Polye-
thylen (PE) oder Ethylvinylacetat (EVA).

Ein Zellkulturbehalter fir den Einmalgebrauch ist ein Behalter, der flr die bio-
pharmazeutische oder sonstige Produktion von Peptiden, Proteinen, Antikérpern
oder sonstigen bakteriellen, mikrobiologischen oder zellularen Produkten in gro-
3fen Mengen verwendet werden kann. Dieser Prozess wird auch als Fermentation
bezeichnet, und flr diesen Fermentationéprozess werden sogenannte Bioreakto-
ren verwendet. Im Zusammenhang mit der beschriebenen Erfindung kann man
bei einem Zellkulturbehalter fur den Einmalgebrauch, der tblicherweise aus Poly-
mermaterial in Form eines Beutels flir die Produktion 'groBer Mengen biologischer
Materialien konstruiert ist auch von einem Wegwerf-Bioreaktor sprechen. Im fol-
genden Text bezeichnet der Begriff Zellkulturbehélter jede Form eines Zellkultur- .
behélters fur den Einmalgebrauch oder entsorgbaren Zellkulturbehalters oder

Beutels oder Bioreaktors flr die Produktion von Biomaterialien.

Vor dem Beflllen der bekannten Zellkulturbehalter, die insbesondere in Form von
Zellkulturbeuteln vorliegen, werden diese zur Sterilisierung mit gamma-Strahlung
behandelt. Dies ist ndtig, damit samtliche Mikroorganismen, die ein optimales
Zellwachstum storen oder beeinflussen kdnnten, abgetotet werden. Die Sterilisie-

rung lauft i. d. R. so ab, dass eine Vielzahl von Zellkulturbehéltern in einen Strah-
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lenapparat eingebracht wird. AnschlieRend werden die Zellkulturbehalter mit

gamma-Strahlung behandelt.

Es hat sich gezeigt, dass bei einer Vielzahl der oben beschriebenen Zellkulturbe-
halter fur den Einmalgebrauch das Wachstum von Zellkulturen oder bakteriellen
oder mikrobiellen Kulturen beeintrachtigt ist. Es kommt namlich hdufig zu einer
sogenannten "extended lag phase”, namlich einem verzdgerten Wachstum der zu
kultivierenden Zellen oder Organisrhen. Eine derartige "extended lag phase" ist

insbesondere bei Bioprozessen zur Arzneimittelproduktion dulerst unerwiinscht.

In der Vergangenheit wurde fast die gesamte bio-pharamazeutische Produktion in
fest eingebauten Bioreaktoren in Form von Edelstahltanks durchgefihrt. Traditio-
nell wurde dabei Serum, normalerweise fetales Rinderserum, als Nahrungs-

erganzung verwendet, um Zellwachstum zu fordern.

Die Anwesenheit von Serum im Produktionsprozess behindert jedoch das sog.

"downstream processing”, d.h. die Gewinnung und Aufreinigung der Endprodukte.

- Deshalb geht seit etwa zehn Jahren das Bestreben der Hersteller ganz klar zur

Vermeidung von Serum in Zellkulturen wegen des einfacheren "downstream
processings". Zusatzlich fuhrt das Entfernen von Serum au_s_den Zellkulturen zu
einer wesentlichen Erleichterung der Zulassung und Zertifizierung bio-
pharmazeutischer Produkte. In etwa demselben Zeitraum hat die pharma-
zeutische und biotechnologische Produktion in fixierten Stahltankanlagen deutlich
abgenommen, wodurch Flexibilitdt gewonnen und Aufbauzeiten sowie Pro-
duktionskosten reduziert werden konnten. In fest eingebauten Anlagen wurde das
Problem der "extended lag phase" kaum beobachtet. In Anwesenheit von Serum
zeigen Zellkulturbehalter fir den Einmalgebrauch keine "extended lag phase". Die
Kombination von Zellkulturbehaltern fir den Einmalgebrauch mit serum-freien
Medien, welche bei pharmazeutischen und biotechnologischen Produktions-
prozessen immer mehr Anwendung findet ist jedoch regelmaflig betroffen vom
Auftreten einer "extended lag phase". Bislang konnte dieses Problem nichf gelost

werden.
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Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, die Nachteile der
Einmal-Zellkulturbehalter aus dem Stand der Technik zu Gberwinden. Der Erfin-
dung liegt insbesondere die Aufgabe zugrunde, Zellkulturbehalter fir den Einmal-
gebrauch zur Verfligung zu stellen welche in ausreichendem Male steril sind und
bei denen eine "extended lag phase" nicht auftritt oder zumindest stark reduziert

wird.

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Herstellung eines mindestens
teilweise aus Polymermaterial gefertigten Zellkulturbehalters fur den Einmal-
gebrauch, wobei der Zellkulturbehélter zur Sterilisierung mit gamma-Strahlung
behandelt wird, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellkulturbehalter vor der Be-
handlung mit gamma-Strahlen mit Inertgas behandelt wird. Hierdurch kann die
Menge an anweser'idem Sauerstoff so gewéhlt werden, dass bei der Behandlung
des Zellkulturbehalters mit gamma-Strahlen Aldehyde und Ketone in einer Menge

von maximal 3 ppm entstehen.

Die oben genannte Aufgabe wird ferner durch einen Zellkulturbehalter, der durch

das erfindungsgemafe Verfahren hergestellt wurde, gelost.

Die Erfinder haben (berraschenderweise herausgefunden, dass bei der Behand-
lung der Zellkulturbehalter Aldehyde und Ketone entstehen und diese Aldehyde
und Ketone fiir die beschriebene "extended lag phase" verantwortlich sind. Diese
Aldehyde und Ketone entstehen offensichtlich durch eine Reaktion von bei der
gamma-Bestrahlung entstehenden freien Radikalen mit Luftsauerstoff. Wie weiter
unten dargelegt werden wird und auch den spater beschriebenen Versuchsergeb-
nissen und Tabellen bzw. Kurven zu entnehmen ist, sind diese entstehenden Al-
dehyde und Ketone in entsprechender Konzentration eindeutig fur die extended

lag phase verantwortlich.

Durch die Behandlung der Zellkulturbehalter mit Inertgas vor einer gamma-

Bestrahlung kann eine Bildung von Ketonen und Aldehyden unterbunden werden.
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Als Inertgas bezeichnet man Gase, die sehr reaktionstrage (inert) sind, sich also
an nur wenigen chemischen Reaktionen beteiligen. Beim erfindungsgemalien
Verfahren wird bevorzugt Stickstoff als Inertgas verwendet. Es kdnnen jedoch
auch Edelgase, insbesondere Argon, oder Gemische aus Edelgasen und Stick-

stoff als Inertgas verwendet werden.

Bei einer bevorzugten Verfahrensvariante wird der Zellkulturbehalter vor einer
gamma-Bestrahlung mit Inertgas gefiillt und/oder in einen verschlieRbaren, mit
Inertgas geflillten Behalter eingebracht. Beim Beflillen des Zellkulturbehalters mit
Inertgas wird i. d. R. so vorgegangen, dass der Zellkulturbehalter mehrmals mit

Inertgas befillt und wieder entleert wird, bis er schiiellich ein letztes Mal befullt

‘und so entleert wird, dass noch eine geringe Menge Inertgas im Behalter verbleibt.

Dadurch wird sichergestellt, dass kein Luftsauerstoff mehr im Inneren des Zell-
kulturbehalters anwesend ist. Entscheidend ist, dass vor einer Behandlung mit
gamma-Strahlung der Zellkulturbehalter mit Inertgas behandelt wird. Es ist jedoch
bevorzugt, dass die gamma-Bestrahlung zeitnah auf die Behandlung mit Inertgas
folgt. Vorzugsweise soll die gamma-Bestrahlung zur Sterilisierung innerhalb von
24 Stunden, beispielsweise innerhalb von 18 oder 12 Stunden, nach der Inertgas-
behandlung erfolgen. Dies gewahrleistet optimale Ergebnisse, was ein Zell-

wachstum im erfindungsgemafien Zellkulturbehélter betrifft.

Wie oben erwahnt, kann der erfindungsgemafie Zellkulturbehalter vor einem Be-
strahlen mit gamma-Strahlung in einen zweiten Behalter, insbesondere einen
Beutel, welcher Inertgas enthalt, ein"gebracht werden. Sowohl der erfindungs-

gemale Zellkulturbehalter als auch dieser zweite Beutel weisen vorzugsweise

-Gassperrschichten auf. Ein bevorzugter erfindungsgemaBer Zellkulturbehélter

weist eine aullere Schicht aus Polyethylen mit einer Dicke von 0,1 bis 0,5 mm so-
wie eine innere, mit der zu kultivierenden Zellkultur in Berihrung kommende wei-
tere Schicht aus Polyethylen oder EVA, die ebenfalls 0,1 bis 0,5 mm dick ist, auf.
Gemal} der vorliegenden Erfindung betrifft der Begriff "innere Schicht" eine Lage,
welche mit der zu kultivierenden Zellkultur in Kontakt steht, und der Begriff

"aullere Schicht" eine weitere Lage, welche von dieser Schicht verschieden ist.
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Die duRere Lage ist beispielsweise eine Lage, welche mit der Umwelt in Kontakt

steht, also die aulerste Lage des Zellkulturbehalters bildet.

Ein bevorzugter erfindungsgemafer Zellkulturbehalter weist eine auflere Schicht
aus Polyethylen mit einer Dicke von 0,15 bis 0,35 mm sowie eine innere, mit der
zu kultivierenden Zellkultur in Berhrung kommende weitere Schicht aus Polye-
thylen oder EVA auf, die ebenfalls 0,15 bis 0,35 mm dick ist. Gemal einer beson-
ders bevorzugen Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung weist der Zellkul-
turbehélter eine dullere Schicht aus Polyethylen mit einer Dicke von 0,18 bis 0,3
mm, beispielsweise 0,2 mm, sowie eine innere weitere Schicht aus Polyethylen

oder EVA auf, die ebenfalls 0,18 bis 0,3 mm, beispielsweise 0,2 mm, dick ist.

Zwischen den beiden Polyethylenschichten befindet sich vorzugsweise eine
Schicht aus Ethylvinylalkohol (EVOH), die als Gassperrschicht dient. Durch diese
Gassperrschicht wird verhindert, dass Inertgas, das in den Zellkulturbehalter vor

einer gamma-Bestrahlung eingebracht wurde, entweichen kann.

Wie bereits oben dargelegt, wird bei einem kompletten Ausschluss von Sauerstoff
beim Bestrahlen mit gamma-Strahlung eine "extended lag phase" verhindert. Nun
wurde ferner Uberraschend festgestellt, dass bei Anwesenheit von geringen Men-
gen an Sauerstoff und damit bei Anwesenheit geringer Mengen an Aldehyden
und/oder Ketonen ein Zellwachstum sogar noch optimiert werden kann. Je nach
Intensitat der gamma}Strathng, des verwendeten Polymermaterials des erfin-
dungsgemalien Zellkulturbeh.élters und der Art der zu kultivierenden Zellen kann
die Bestrahlung mit gamma-Strahlung unter Anwesenheit von 0% bis zu 20%
Sauerstoff erfolgen. Wie bereits oben dargelegt, wird bei Anwesenheit von 0%
Sauerstoff eine "extended lag phase" sicher verhindert und Zellen konnen ohne

jegliche Beeintrachtigung wachsen.

Allerdings kann das Zellwachstum unter Anwesenheit bestimmter Mengen an
Sauerstoff, die jedoch unterhalb des Sauerstoffgehalts der Luft liegen muissen,

durch Entstehung geringer Mengen an Aldehyden und Ketonen verbessert wer-
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den. Um dies zu erreichen, wird die Menge an anwesendem Sauerstoff so ge-
wahlt, dass beim Bestrahlen mit gamma-Strahlung Aldehyde und Ketone mit einer
Konzentration von max. ca. 3 ppm entstehen. Bei Werten lUber 3 ppm kommt es i.

d. R. bereits zur ungewlnschten "extended lag phase".

Zur Steuerung eines solchen Effekts kann bei dem erfindungsgemafien Verfahren
der Zellkulturbehalter vor der Bestrahlung mit gamma-Strahlen mit Inertgas ge-
spult und mit Inertgas und/oder einer definierten Menge an Sauerstoff, die unter-
halb des Sauerstoffgehalts der Luft liegt, beschickt werden. Hierdurch kann die
Entstehung von Aldehyden und Ketonen, und damit das Auftreten einer "extended
lag phase" entweder verhindert werden, oder eine bestimmte Menge an Aldehy-
den und Ketonen kann entstehen, um dadurch das Zellwachstum in dem Zellkul-

turbehélter sogar zu verbessern.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit in einer spezifischen Ausfiihrungsform ein
Verfahren zur Sterilisation eines mindestens teilweise aus Polymermaterial gefer-
tigten Zellkulturbehalters fur den Einmalgebrauch, wobei der Zellkulturbehalter vor
der Bestrahlung mit gamma-Strahlung wie vorstehend beschrieben mit Inertgas
behandelt wird, um die Entstehung von Aldehyden und Ketonen, die fur das Auf-
treten einer "extended lag phase" verantwortlich sind, zu verhindern oder eine be-
stimmte Menge an Aldehyden und Ketonen entstehen zu lassen, um dadurch das

Zellwachstum in dem Zellkulturbehalter zu verbessern.

Gemaf der vorliegenden Erfindung erfolgt die Bestrahlung mit gamma-Strahlung
vorzugsweise unter Anwesenheit von 18% Sauerstoff oder weniger, und mehr be-
vorzugt bei 15% Sauerstoff oder weniger. Gemal einer besonders bevorzugten
Ausflihrungsform erfolgt die Bestrahlung mit gamma-Strahlung unter Anwesenheit
von 10% Sauerstoff oder weniger, beispielsweise 8% oder weniger. Wie bereits
vorstehend dargelegt, beeinflusst neben der Sauerstoffkonzentration, bei der mit
gamma-Strahlung bestrahlt wird, auch die Intensitat der gamma-Strahlung seibst
und das verwendete Polymermaterial des erfindungsgemaflen Zellkulturbehalters

sowie die Art der zu kultivierenden Zellen die Menge der entstehenden Aldehyde
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und Ketone. Bei Bestrahlungsdosen von 25 bis 50 kGy betragt der Sauerstoffge-
halt wahrend der Bestrahlung mit gamma-Strahlung geman einer bevorzugten
Ausfiihrungsform 0 bis 15% und gemaf einer besonders bevorzugten Ausflh-
rungéform 0 bis 10%. Als weitere Beispiele flr einen bevorzugten Sauerstoffgehalt
sind Bereiche von 0,05 bis 10%, 0,1 bis 9% oder 0,2 bis 8% zu nennen.

Bei den genannten entstehenden Aldehyden und Ketonen handelt es sich insbe-
sondere um wasserlosliche Aldehyde und Ketone. Wasserunldsliche Aldehyde
und Ketone haben auf das Zellwachsturn im erfindungsgeméafen Zellkulturbehal-
ter geringere Auswirkungen, weil lipophile Komponenten mit héherer Kettenlange
nicht im gleichen Male in Zellkulturmedien Ubertreten, da diese Ublicherweise
Wasser als Hauptbestandteil enthalten. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung
werden als wasserlosliche Aldehyde und Ketone solche verstanden, deren Was-

serloslichkeit bei 20°C mindestens 30 g/l betragt.

Bei den Aldehyden sind insbesondere Formaldehyd, Acetaldehyd und Propion-
aldehyd von Bedeutung. Bei den Ketonen sind insbesondere Aceton, Butanon,

Methylpropylketon sowie 3-Pentanon zu nennen.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch einen Zellkulturbehaiter fur den Einmalge-

brauch, hergestellt nach éinem der Anspriche 1 bis 3.

Wie bereits oben dargelegt, enthélt der erfindungsgemafle Zellkulturbehalter Al-
dehyde und Ketone, insbesondere wasserlosliche Aldehyde und Ketone, in einer

Konzentration von max. 3 ppm.

Insbesondere bei Anwendungen des erfindungsgemafien Zellkulturbehalters im
Arzneimittelbereich ist dieser vorzugsweise frei von Aldehyden und Ketonen, ins-
besondere von wasserléélichen Aldehyden und Ketonen. Erfindungsgemaf wird
unter "frei von Aldehyden und Ketonen" verstanden, dass der erfindungsgeméafRle
Zellkulturbehalter Aldehyde und Ketone in einer Menge von 0O bis zu 0,01 ppm

enthalt. Im Arzneimittelsektor durfen Aldehyde und Ketone oftmals auch wegen
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Vorschriften aus dem Arzneimittelgesetz nicht vorhanden sein. In diesem Falle
wird der erfindungsgemafe Zellkulturbehalter unter Ausschluss von Sauerstoff mit

gamma-Strahlung sterilisiert.

Bei einer weiteren Variante des erfindungsgemaRen Zellkulturbehalters enthalt

- dieser Aldehyde und Ketone mit einer Konzentration von ca. 0,01 bis ca. 3 ppm,

insbesondere von 0,1 bis 1 ppm. In diesem Bereich ist Uberraschender Weise ein

besonders gutes Zellwachstum zu beobachten.

Wie bereits oben erwéhnt, ist der erfindungsgemale Zellkulturbehalter vorzugs-
weise als mehrlagiger Beutel ausgebildet, der bis zu sieben Lagen, beispielsweisg
drei Lagen, umfassen kann. Die verschiedenen Lagen des erfindungsgemafien
Zellkulturbehalters kénnen aus unterschiedlichen Materialien oder aus denselben
Materialien gefertigt sein, wobei die aulRere und die innere Lage vorzugsweise aus
PE und/oder EVA bestehen. In dieser Konfiguration ist es weiterhin bevorzugt,
dass eine von der dufleren und inneren Lage verschiedene Lage, die im Folgen-
den als eine "mittlere Lage" bezeichnet wird, eine Gassperrschicht, insbesondere
eine EVOH-Lage ist. Gemal einer bevorzugten AusfUhrungsform ist der erfin-
dungsgemale Zellkulturbehalter als dreilagiger Beutel ausgebildet, wobei die in-
nere und duflere Schicht vorzugsweise aus PE oder EVA besteht und die mittlere

Lage eine Gassperrschicht, insbesondere eine EVOH-Lage ist.

Vorzugsweise sind mindestens in einer inneren Schicht bzw. Lage des erfin-
dungsgemaien Zellkulturbehalters UV-Stabilisatoren oder sogenannte "Anti-rads”
enthalten. "Anti-rads" sind Substanzen, die ahnlich wie UV-Stabilisatoren wirken
und negative Effekte der gamma-Strathng auf Polymermaterial verhindern oder
reduzieren. Diese Stabilisatoren unterdriicken ebenfalls die Bildung von Aldehy-
den und Ketonen, indem sie eine Radikalbildung beim Bestrahlen des erfindungs-
gemafen Zelikulturbehalters mit gamma-Strahlen unterdricken. Beispiele fur UV-
Stabilisatoren sind 2,6-Di-tert-butylphenol sowie Butyl-hydroxytoluol (BHT). Diese
Beispiele sollen den Bereich der gegenwartigen Erfindung in keiner Weise be-

schranken. Zusatzlich kann eine Kombination von zwei oder mehr UV-
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Stabilisatoren und/oder "Anti-rads” fiir die Produktion derartiger Zellkulturbehalter

verwendet werden.

Die in der Polymerchemie Ublicherweise verwendeten UV-Stabilisatoren und Anti-
rads mit Schwefel- oder Stickstoffmolekilen in der Ringstruktur verbieten sich fir
eine Anwendung von Polymeren in der Zellkultur trotz ihrer Gberlegenen Wir-
kungsweise, weil aus diesen Molekllen unter Einwirkung von gamma-Strahlen
Sulfit- und Nitrosoverbindungen entstehen kdnnen, welche eine hohe zytotoxiéche

Wirkung besitzen.

Die hierin angegebenen Konzentrationen und Konzentrationsbereiche in "ppm"
ergeben fur unterschiedliche Aldehyde und Ketone zum Teil .gegenlaufige Kon-
zentrationen in Mol/Liter, was sich durch das unterschiedliche Molekulargewicht
und die unterschiedlichen Dichten von z.B. Aceton und Formaldehyd erklaren
lasst. Die zu beobachtende gegensatzliche Tendenz bei ppm und uM fuhrt des-
halb zur Angabe von Konzentrationsbereichen, die in keiner Weise als aus-
schliefllich oder absolut betrachtet werden sollen. Vielmehr kann durch diese An-
gaben eine Konzentration gemeint sein, die sich im Bereich von +/- 10% bis 20%

der angegebenen absoluten Grenzwerte bewegt.

Wie vorstehend beschrieben, basiert die \)orliegende Erfindung zum einen auf der
Erkenntnis, dass Aldehyde und Ketone, die wahrend der Bestrahlung mit gamma-
Strahlen im Rahmen eines Sterilisierungsverfahrens eines Zellkulturbehélters ent-
stehen, flr die beschriebene "extended lag phase" verantwortlich sind. Dartber
hinaus basiert die vorliegende Erfindung auf der Erkenntnis, dass bei Anwesen-
heit von geringen Mengen an Sauerstoff und damit bei Anwesenheit geringer
Mengen an Aldehyden und/oder Ketonen ein Zellwachstum sogar noch optimiert
werden kann. Dadurch ist es moglich, eine effektivere Zellkultivierung zu ermogli-
chen. Die vorliegende Erfindung stellt daher auch ein Verfahren zur Zellkultivie-
rung bereit, bei dem einer Zellsuspension wasseriosliche Aldehyde und/oder Ke-
tone, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Fofmaldehyd, Acetaldehyd,

Propionaldehyd, Aceton, Butanon, 2-Pentanon und 3-Pentanon, in einer Konzen-



10

15

20

25

30

WO 2013/174515 PCT/EP2013/001525
10

tration von ca. 0,01 bis 3 ppm, bevorzugt von 0,1 bis 1 ppm zugesetzt werden.

Beispiele:

1. Nachweis des Einflusses von Aldehyden und Ketonen auf das Zellwachstum:

Funf Proben einer Zellsuspension aus CHO AAS8-Luc-Zellen (Zellen aus Ovarien
chinesischer Hamste'r) und einem Medium (FMX-8), dessen Zusammensetzung in
Tabelle 1 angegeben ist, wurden mit unterschiedlichen Mengen (weiter Konzen-
trationsbereich) an Aceton und Formaldehyd inkubiert. In der Figur 1 ist das un-

terschiedliche Zellwachstum dargestelit:

AFO ist eine Kontrolle ohne Zugabe von Aceton oder Formaldehyd (= FMX-8 Me-
dium). Hier ist ein normales, ungestértes Wachstum zu beobachten.

AF1 entspricht 250 ppm Aceton und 250 ppm Formaldehyd (entspricht 4,3 mM
Aceton und 8,325 mM Formaldehyd). Bei dieser Konzentration sterben alle Zellen
ab.

AF2 entspricht 25 ppm Aceton und 25 ppm Formaldehyd (entspricht 430 puM
Aceton und 832,5 uM Formaldehyd). Auch hier sterben alle Zelien ab.

- AF3 entspricht 2,5 ppm Aceton und 2,5 ppm Formaldehyd (entspriCht 43 uM

Aceton und 83,25 uM Formaldehyd). Hier ist klar eine "extended lag phase" zu

" beobachten.

AF4 entspricht 0,25 ppm Aceton und 0,25>ppm Formaldehyd (entspricht 4,3 uM
Aceton und 8,325 yM Formaldehyd). Hier ist ein verbessertes Wachstum zu be-

obachten.

Die beiden entscheidenden Kurven sind AF3 und AF4. Diese Ansatze zeigen ein-
deutig die unterschiedliche Wirkung von Aldehyd und Keton auf das Zellwachs-
tum. Ist die Menge an zugesetztem Aceton/FormaIdehyd’ gering, so zeigt sich ge-
geniber der Kontrolle AFO (Abwesenheit von Aldehyd und Keton) sogar ein ver-
bessertes Wachstum. Bei AF3 ist eindeutig die sogenannte "extended lag phase”

zu sehen, die haufig bei den Zellkulturbehaltern aus dem Stand der Technik vor-
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kommt. Beim Bestrahlen mit gamma-Strahlung entsteht in der Regel eine Menge
an Aldehyden und Ketonen, die im Bereich von AF3 liegen. Innerhalb der ersten
drei bis vier Tage Inkubationszeit der Zellkulturen ist hier nur ein duflerst geringes
Zellwachstum zu erkennen. Erst nach dem dritten Tag kommt es zu einer Steige-
rung des Zellwachstums. Diese Erscheinung wird als "extended lag phase" be-

zeichnet.

Figur 2 zeigt die Ergebnisse aus einem weiteren Durchgang mit flnf verschiede-
nen Zellkulturansétzen mit unterschiedlichen Konzentrationen (enger Konzentrati-

onsbereich) an Aceton und Formaldehyd.

Zur Uberprijfung der Proliferationssteigernden Wirkung von geringen Mengen an
Aldehyden und Ketonen wurde eine weitere Versuchsreihe durchgeftihrt, die in
Figur 2 zusammengefasst ist. Hier wurde u. a. eine Menge von 31,25 yM an
Formaldehyd und Aceton zu einer Zellsuspension aus CHO-Luc Zellen gegeben.
Dies entspricht einer Konzentration von ca. 1 ppm an Aldehyden und Ketonen.
Gegeniiber der Kontrolle, bei der keine Aldehyde oder Ketone zugegeben wurden,
zeigt diese Zellprobe eine gesteigerte Proliferation, was zusatzlich zu den Ergeb-

nissen aus dem ersten Versuch Uber einen weiten Konzentrationsbereich den

' Wachstl_jmsférdemden Effekt von Aldehyden und Ketonen in einer Konzentration

von etwa 1 ppm fiir Suspensions-Zellkulturen verdeutlicht.

0 ist Kontrolle (= FMX-8 Medium)>> normales Wachstum

31,25 uM 5 Aceton (= 1,82 ppm) und 31,25 uM Formaldehyd (= 0,94 ppm)
>> verbessertes Wachstum

62,5 uM Aceton (= 3,64 ppm) und 62,5 uM Formaldehyd (= 1,88 ppm)

>> kein Effekt

125 uM Aceton (= 7,28 ppm) und 125 pM Formaldehyd (= 3,76 ppm)

>> kein Effekt

250 uM Aceton (= 14,56 ppm) und 250 uM Formaldehyd (= 7,52 ppm)

>> extended lag phase
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Durch das unterschiedliche Molekulargewicht und die unterschiedliche Dichte von
Aceton und Formaldehyd ist eine gegensatzliche Tendenz bei ppm und uM zu

beobachten.

2. Bestimmung der Menge an Aldehyden und Ketonen, die bei der Bestrahluhq

von Zellkulturbehéltern mit gamma-Strahlen entstehen:

Ein zu testender Kulturbeutel wurde mit 0,5 ml destillietem Wasser pro cm? Beu-
telinnenflache gefullt. Das Wasser wurde 24 Stunden im Beutel belassen. An-
schlie®end wurde die Menge an entstandenen wasserldslichen Aldehyden und
Ketonen gemessen. Mit dieser Methode konnen samtliche wasserlosliche Aldehy-
de und Ketone erfasst werden. Die Messung der Aldehyde und Ketone kann bei-

spielsweise mittels GC-MS durchgefihrt werden.

3. Vergleich des Zellwachstums in unterschiedlich behandelten Zellkulturbeuteln:

PE-Folie (0,2 mm Dicke) wurde zu Beuteln verschweil3t (Oberflache der Innen-
seite ca. 100 cm®. Die Beutel wurden ‘jeweils 3x mit Luft, Sauerstoff (Oz), bzw.
Stickstoff (N2) gefullt und entleert, so dass ein kleiner Rest des Gases im Beutel
verblieb. AnschlieRend wurden die Beutel bi'n 50 ml Zentrifugenréhrchen aus PP
gegeben, diese wieder je 3x mit Luft, O, oder N, begast und dicht verschlossen.
Dann wurden die Beutel mit 50 kGy gamma-Strahlung behandelt. Nach der Be-
strahlung wurden die Beutel mit je 5 ml FMX-8 Medium steril befiillt und far 24 h
bei 37°C inkubiert.

Das Medium wurde aus den jeweiligen Beuteln abgesaugt und je 1,5ml davon in
einer 1:10 Verdinnung zu je 1,5 ml Zellsuspension gegeben, so dass eine
Zellzahl von 50.000 pro ml bei Beginn der Inkubationen vorlag. Die Zellen wurden
fur 4 d bei 37°C und 5% CO; inkubiert und anschlieend ausgezahit.

In Figur 3 dargestellt ist das Zellwachstum, wobei das Medium aus mit Luft be-

handelten Beuteln als Kontrolle verwendet wurde und diese als 100% definiert
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wurde.

Eine Behandiung der Beutel mit O, flihrt zu einer Verzégerung des Zellwachs-
tums. Eine Behandlung mit N fuhrt zu einer Verbesserung des Zellwachstums.
Hier entstehen im Vergleich zu mit Luft oder reinem Sauerstoffbehandelten Beu-

teln kaum Aldehyde und Ketone (siehe Fig. 3).

Figur 4 zeigt das Zellwachstum in zwei verschiedenen Zellkulturbehaltern aus
Poly-ethylen, die beide mit gamma-Strahlung behandelt wurden, bevor sie mit
Zellsuspensionen gefullt wurd'en. Die beiden hier dargestellten Zellkulturbehalter
stammen aus der gleichen Charge an Behéltern, die gleichzeitig in einer Bestrah-
lungsvorrichtung mit gamma-Strahlen beschickt wurden. Der mit run #2 bezeich-
nete Behalter zeigt eine deutlich ausgepragte "extended lag phase". Bei dem mit
run #1 dargestellten Zellkulturbehalter ist dieser Effekt weniger ausgepragt. Dies
liegt im folgenden Beispiel daran, dass der run #2 Behalter beim Bestrahlen ganz
oben aufgelegen ist und dadurch mit dem meisten Luftsauerstoff in Beruhrung
gekommen ist. Dadurch sind in diesem Zellkulturbehalter wesentlich mehr Alde-
hyde und Ketone entstanden als bei dem run #1 Behélter, der wahrend des Be-
strahlunsgsprozesses weiter unten angeordnet war, und deshalb mit weniger
Luftsauerstoff in Kontakt trat. Dieses Phanomen, das bei der Herstellung von Zell-

kulturbehaltern haufig auftritt, konnte bisher weder erklart noch beseitigt werden.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung eines mindestens teilweise aus Polymermaterial
gefertigten Zellkulturbehalters fir den Einmalgebrauch, wobei der Zellkultur-
behélter zur Sterilisierung mit gamma-Strahlung behandelt wird, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der ZellkUlturbehéIter vor der Behandlung mit gamma-
Strahlung mit Inertgas behandelt wird, wodurch die Menge an anwesendem
Sauerstoff so gewahit wird, dass bei der Behandlung des Zellkulturb'ehélters
mit gamma-Strahlung Aldehyde und Ketone in éiner Konzentration von ma-

ximal 3 ppm entstehen.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellkulturbe-
halter vor der Behandlung mit gamma-Strahlung mit Inertgas gefulit und/oder

in einen verschlielbaren, mit Inertgas gefiillten Behalter eingebracht wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Be-
handlung mit gamma-Strahlung unter Anwesenheit von 0 bis 20% Sauerstoff

erfolgt.
4.  Zellkulturbehalter, hergestellt nach einem der Anspriiche 1 bis 3.

5. Zellkulturbehalter nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass er Alde-

hyde und Ketone in einer Menge von 0 bis zu 0,01 ppm enthalt.

6. Zellkulturbehalter nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass er Alde-
hyde und/oder Ketone in einer Menge von 0,01 bis zu 3 ppm, insbesondere

von 0,1 bis 1 ppm enthalt.

7.  Zellkulturbehalter nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeich-
net, dass er als mehrlagiger, insbesondere dreilagiger Beutel ausgebildet ist,

wobei die innere Lage und/oder die dulere Lage aus Polyethylen (PE) oder
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Ethylvinylacetat (EVA) besteht und die mittlere Lage eine Gassperrschicht,
insbesondere eine Ethylvinylalkohol (EVOH)-Lage ist.

8. Zellkulturbehalter nach einem der Anspriiche 4 bis 7, dadurch gekennzeich-
net, dass mindestens in der innersten Lage UV-Stabilisatoren und/oder Anti-

rads enthalten sind.
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L-Arg HCI | 188,33
L-Asn Hz0O - 127,42
L-Cys HCIH,0 | 44,00
| L~Gin - 87,50
Gly 14,58
L-His HCI H.0 46,29
L-lle 22,35
L-Leu | 57,75
L-Lys HCI - 70,42
L-Met - 18,11
L-Phe 18,71
L-Pro | 37,08
L-Ser | 1813
L-Thr 44,84
L-Trp 2511
- L-Tyr | 2372
L-Val 61,74
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CaCl.2H;0 | 56,66 | Biotin 001 | D-Glucose | 1700,00
| FeS0..7H;O 3,11 | Capantothenst | 2,83 | Hypoxanthin 10,00
Cholinchlorid 45.00
KCl 1 189,10 | Myo-inositol 15,17 | Linolsdure 0,07
: Folsdure 2,33

Mg80O..7H2 O 158,38 | Niacinamid 1,08 | Thioctsdurs | 0,18
NaCi 695500 | Pyridoxin HCI 2,18 Phenolrot 267
| NakCO; | 2100,00 | Ribofta vin | 040 | Putrescin 0,27
Na HPC: 182,30 | Thsamin HCI 1 146 Na-pyruval a1.67

- ZnS0s. 7H O | 6,74 | Vitamin B 0,88 | Thymidin 200

Figur 5 (Tabelle 1)
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