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Wir konnen den Wind nicht cindern,
aber wir kénnen die Segel richtig setzen.
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Zusammenfassung

Die Uberlebensrate von Krebspatienten im Endstadium ist noch immer sehr ge-
ring. Eine Alternative zu konventionellen Krebstherapien stellen onkolytische Vi-
ren dar. Ein vielversprechender Kandidat solcher onkolytischen Viren ist das Ma-
sernvirus. Aufgrund seiner natiirlichen Affinitit gegeniiber Tumorzellen konnten
bereits erste Erfolge in klinischen Studien verzeichnet werden. Die gré3te Heraus-
forderung in der flichendeckenden Anwendung onkolytischer Masernviren sind
die fiir die Therapie notwendigen hohen infektiosen Dosen (103-10'! TCIDso per
Dosis), welche nur schwer herzustellen sind. Dies ist durch die geringe Stabilitét
der Viren zu erkldren. So hat die Infektiositdt von Masernviren bei optimaler
Wachstumstemperatur der Wirtszellen von 37 °C eine Halbwertszeit von gerade

einmal einer Stunde.

Um dennoch ausreichend onkolytische Masernviren produzieren zu kénnen, muss
ein effizienter Produktionsprozess etabliert werden. Die Etablierung eines geeig-
neten Herstellungsprozesses kann nur nach erfolgter Charakterisierung jeder Pro-
zesskomponente (biologisches System, Bioreaktorkonzept, Prozessiiberwachung)
erfolgversprechend sein. Daher wurde in Rahmen dieser Arbeit zunichst ein
Wirtszellscreening durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass mit Zellen, welche ad-
hérent oder in Aggregaten wuchsen, im Vergleich zu Suspensionszellen bis zu ei-
nem Faktor von 10.000 héhere Masernvirusausbeuten (bis zu 10° TCIDso mL™")
erreicht werden konnten. Interessant war im Rahmen dieser Studie, dass eine hohe
Infektionseffizienz nicht zwangsldufig zu einer hohen Masernvirusausbeute
fiihrte. Vielmehr konnte festgestellt werden, dass die Wirtszellen infektionsbe-
dingt starben, bevor neue Masernviren gebildet wurden. Als geeignete Wirtszell-
linien konnten Vero- und BJAB-Zellen identifiziert werden. Letztere zeigten je-
doch nur dann hohe Masernvirusausbeuten, wenn diese Zellen sphirische Zellag-
gregate bildeten. Eine Ubertragung der Masernvirusproduktion in BJAB-Zellen
vom Schiittelkolben in einen Riihrkesselreaktor (engl. stirred tank reactor, STR)
war aufgrund der gednderten Strémungsbedingungen nicht erfolgreich. Demge-
geniiber konnte in Vero-Zellen ein hoherer maximaler Virustiter im STR, vergli-

chen zur Produktion in der T-Flasche, erreicht werden.



\

Diese hohen in Vero-Zellen produzierten Virustiter von 10'° TCIDso mL™! konnten
jedoch nur in engen Prozessgrenzen realisiert werden. Neben den in der Literatur
beschriebenen kritischen Prozessparametern Temperatur und pH-Wert konnte ein
Schubspannungslevel von < 0,25 N m™? fiir eine Masernvirusproduktion mit adh4-
renten Vero-Zellen im STR definiert werden. Einen weit gréf8eren Einfluss auf die
Produktivitdt der Wirtszellen hatte die Begasung. So reduzierte eine kontinuierli-

che Begasung den maximal erzielbaren Virustiter um mehr als 4- Log-Stufen.

Erfolgte die Ernte der Masernviren nicht zum optimalen Erntezeitpunkt, konnte
eine vergleichbare Reduzierung der Masernvirusausbeute festgestellt werden.
Durch die Nutzung der dielektrischen Spektroskopie als effektives Inline-Mess-
system war es durch Detektion des zytopathischen Effektes moglich, den optima-
len Erntezeitpunkt zu bestimmen. Auf diese Weise konnte festgestellt werden, dass
die hochste aktive Viruskonzentration ca. 40 h nach dem globalen Maximum der
Permittivitét erreicht wird. Durch die Identifizierung des optimalen Erntezeitpunk-
tes war es erstmals moglich, reproduzierbar in serumhaltigem und serumfreiem

Medium Masernviren in hohen Konzentrationen herzustellen.
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Abstract

Mortality rates in late-stage cancers are exorbitant. An alternative to commonly
applied cancer treatments is the use of oncolytic viruses. One promising class of
oncolytic viruses is the Measles virus due to its natural affinity to infect tumor
cells. For a successful treatment of cancer patient high infective doses of more than
108-10'"! of infective virus particles are required. In practice, however, a broad
therapy concept is hampered due to a low virus stability of the Measles virus, as it
shows a half-life of approximately of 1 h at 37°C (optimal growth temperature of
host cells). As large amounts of infectious particles are needed for the treatment of
cancer patients, a sufficient and fully characterized manufacturing process must be

established.

One important component in Measles virus manufacturing is the host cell system.
In this thesis, different host cell lines were screened with regard to a sufficient
production of oncolytic Measles viruses. Compared to suspended cell lines, adher-
ently growing cells and cells growing in aggregates showed higher virus titers up
to 10° TCIDso mL-'. Interestingly, a high infection efficiency did not result in a
high Measles virus yield. Rather, infected host cells died before Measles virus par-
ticles were produced. The highest productivity was achieved by Vero and BJAB
cells, but only Vero cells maintained a high virus productivity when transferred to
a stirred tank reactor (STR). Compared to the static cultivation system, higher virus
titers of 10'° TCIDso mL™' in STR could only be realized within a narrow range of
process parameters. Shear stress levels of <0.25 N m could be identified as one
critical processing parameter for the Measles virus production in Vero cells. Here,
the interactions of microcarriers were identified as having a dominating effect on
the Measles virus yield. Also gassing had a far greater influence on the host cells’
productivity. Continuous aeration reduced the maximum achievable virus titer by
more than 4 log steps. A comparable reduction in Measles virus yields could also
be observed when the virus was harvested at the wrong time. By using dielectric
spectroscopy as an effective inline measurement system, it was possible to deter-

mine the optimal time of harvest by detecting the cytopathic effect. As a result, it
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was found that the highest active virus concentration was measured approximately
40 hours after the global maximum of permittivity.

By identifying the optimal time of harvest, it was possible for the first time to
produce reproducible Measles virus in high virus titers in serum-containing and

serum-free media.
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