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(57) Abstract: The invention relates to a method and a corresponding apparatus for fermenting cell cultures, in which the metabolic
respiratory quotient (RQ) is determined online as an actual value for a regulation process, a target RQ suitable for achieving a desired
productivity or product characteristic is determined as a desired value for a regulation process by means of trial or calculation, and
a high cell yield, an optimum product yield and/or product quality, or a desired product characteristic, e.g. a reduction of secondary
products, are achieved by controlling one or more metering devices on the basis of said desired and actual values.
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GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, Veroffentlicht:

ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, — mit internationalem Recherchenbericht

TJ, TM), europdisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, — vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden
EE, ES, F1, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, Frist; Verdffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen
MC,MT, NL,NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, eintreffen

BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN,

TD, TG).

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine entsprechende Vorrichtung zur Fermentation
von Zellkulturen, bei welchem -der metabolische Respirationsquotient (RQ) als Ist-Wert fiir eine Regelung online bestimmt wird,
-der fiir die Erzielung einer angestrebten Produktivitét oder Produkteigenschaft geeigneter Ziel-RQ als Sollwert fiir eine Regelung
durch Versuch oder Berechnung ermittelt wird und -auf Basis dieser Soll-und Ist-Werte durch Ansteuerung von einer oder mehreren
Dosiervorrichtungen eine hohe Zellausbeute, eine optimale Produktausbeute und/oder Produktqualitit bzw. eine gewiinschte Pro-
dukteigenschaft, z. B. Reduzierung von Nebenprodukten erzielt wird.
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Verfahren zur Fermentation von Zellkulturen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und/oder eine Vorrichtung flr ein RQ-geregeltes

Zulaufverfahren in Zellkulturen.

Bei der Entwicklung neuer Medikamente nehmen biopharmazeutische Wirkstoffe rasant
an Bedeutung zu. Unter Biopharmazeutika versteht man mit gentechnischen Methoden
gewonnene (sog. rekombinante) therapeutische Proteine, monoklonale Antikdrper oder
nukleinsdurebasierte Medikamente. Innerhalb von nur drei Jahren hat sich die
produzierte Menge an Biopharmazeutika mit Zellkulturen mehr als verdoppelt. Die
Entwicklung hat mittlerweile eine solche Dynamik erreicht, dass die Zellkultur-
Fermentationskapazitaten weltweit zum limitierenden Faktor werden.

Die Optimierung dieser gro3technischen Produktionsprozesse wird daher zunehmend
bedeutsam. Die Herausforderung wird insbesondere darin bestehen, die

entsprechenden Produkte im Wettbewerb kosteneffizient herzustellen.

Bei groftechnischen Anlagen stellt die Fed-Batch Fermentation die zurzeit am weitesten
verbreitete Strategie der Prozessflihrung dar. Neben der Nachfltterung essentieller
Medienkomponenten (Fed-Batch) werden gleichzeitig andere Prozessparameter, wie z.
B. der pH-Wert, konstant gehalten. Das durch Stoffwechselendprodukte angeséauerte
Medium wird somit neutralisiert und ermdglicht der Kultur ein ungehindertes Wachstum.
Die Kulturdauer lasst sich durch die Fed-Batch-Methode auf bis zu zwei Wochen
verlangern und der Produkttiter teilweise bis auf das 10-fache erhéhen.

Die Einhaltung konstanter Kulturparameter ist far Zellkulturen von besonderer
Bedeutung. Bei nicht optimalen Kulturparametern wird nicht nur die Produktivitat der
Zellen gesenkt. Durch wechselnde Kulturparameter wird auch die chemische Struktur
(von z. B. Seitenketten) des sekretierten Proteins (insbesondere die Glykosylierung)
verandert und so eine unerwlnschte Heterogenitat des Wirkstoffs hervorgerufen, was
einen erheblichen Einfluss auf die pharmakologische Wirkung hat.

Die fortlaufende Ermittlung prozessrelevanter Parameter wahrend einer Fermentation ist
daher fur eine kontrollierte Kultivierung von Zellkulturen unverzichtbar. Diese liefern
Informationen, die flr das Verstandnis des Stoffwechsels sowie fir die Optimierung des
Prozesses von groem Interesse sind. Weiterhin wird auch immer mehr die
Dokumentation der Reproduzierbarkeit des Prozessverlaufs gegenliber den Behédrden,
z. B. der FDA bedeutend. Durch den tieferen Einblick in die Zelle erdffnen sich vielseitige

Méglichkeiten, die Konzentration und die Qualitat des Biopharmazeutikums zu steigern.
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Der aerobe Abbau von Nahrstoffen fihrt zu einer Konzentrationsabnahme des zu
verstoffwechselnden Substrates und zu einer Abreicherung von Sauerstoff
(Atmungskette). Letzteres kann durch Bilanzierung der Abluft als Oxygen Transfer Rate
(OTR) erfasst werden und ist ein Mal} fir den momentanen Sauerstoffverbrauch der
Zelle. Der direkte Zusammenhang zwischen Substrat- und Sauerstoffverbrauchsrate
konnte durch verschiedene Arbeitsgruppen nachgewiesen werden (T. Anderlei, Online
respiration activity measurement (OTR, CTR, RQ) in shake flasks, Biochemical
Engineering, 2004, 17, 187-194; Q. Feng, On-line monitoring of oxygen uptake rate and
its application in hybridoma culture, Sheng Wu Gong Cheng Xue Bao., 2003, 19(5), 593—

607; M. Canzoneri, Atmungsaktivitat von Sdugerzellen, BioForum, 2006, 2).

Die vollstandige Erschopfung der Nahrsubstanzen fUhrt zum Absterben der Zellen.
Daher ist die Zufuhrung von Kulturmedium und/oder Nahrstoffen unabdingbar. Das
Zulaufverfahren bzw. die Fed-Batch-Strategie wird bei  verschiedenen
Produktionsprozessen (rekombinante Proteine, Backhefe, Antibiotika etc.) in der
Industrie standardmaflig angewendet. Ausgehend von einer Batch-Kultur werden nach
der Verzogerungsphase die limitierenden Substrate zugefuhrt. Das Substrat wird dabei
in dem Malle zugeflhrt, wie es metabolisiert wird (quasi steady state), d. h. mit der
eingestellten Substratkonzentration kann eine bestimmte Wachstumsrate eingestellt

werden (Monod-Kinetik).

Wesentlich bei der Fed-Batch-Technik sind die Handlungsanweisungen fur die konkreten
Kultur-/Produktionsverfahren. Sie basieren auf einer intensiven Erforschung des
Kulturverlaufs und der Ableitung entsprechender, spezifischer
Vorgehensweisen/Handlungsanweisungen. Einen grofien Nachteil der konventionellen
Prozessfuhrung stellt die  Offline-Ermittlung  der  Substratverbrauchsraten,
Substratkonzentrationen und der aktuellen Zelldichte dar. In der Regel missen in
regelmanigen Abstanden Proben im laufenden Prozess genommen und anschlieend
mit externen Geraten bzw. mit Schnelltests analysiert werden. Basierend auf diesen
Ergebnissen wird die Zulaufrate neu berechnet und anschlieBend die
Zulaufgeschwindigkeit angepasst. Die fehlende Mdglichkeit einer Onlinemessung von
Substratkonzentrationen macht eine Regelung des Prozesses aufwandig und schwierig.
Schwankungen in der Produktausbeute und —qualitat sind mogliche Folgen dieser Art der
Prozesskontrolle. Der Zeitabstand, der zwischen der Offline-Analyse der Proben und der
Einstellung der neuen Prozesswerte entsteht, kann zu falschen Einstellungen der

Zulaufrate und damit zu einer ungewollten Nahrstofflimitierung fuhren.
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Durch die aerobe Verstoffwechselung der Substrate wird Sauerstoff verbraucht und
Kohlendioxid produziert. Das Verhdltnis der in einer bestimmten Zeitspanne
abgegebenen CO2-Menge zu der in der gleichen Zeiteinheit aufgenommenen O>-Menge
ist definiert als der Respirationsquotient (RQ). Dieser Parameter spiegelt den
Stoffwechselzustand der Zelle wieder und erlaubt einen detaillierten Rickschluss auf
den aktuellen Stoffwechselprozess der Zelle. So kann z. B. festgestellt werden welche

Substratgruppen (z. B. Kohlenhydrate oder Fette) aktuell Uberwiegend verwertet werden.

In Zellkulturen werden Bikarbonat gepufferte Medien verwendet. Dadurch wird die
Bestimmung des RQ kompliziert. Die gemessene CTR ist ein Summensignal aus
zellspezifischer und pufferbedingter Kohlendioxidbildung. Letzteres resultiert aus der
Wirkung des Puffers bei Saurebildung der Zellen. Hierbei wird durch die Ansauerung
zusatzliches CO, chemisch erzeugt. Die ermittelten RQ-Werte fihren zu Uberhéhten
Werten da nur ein Teil des CO2 dem Stoffwechsel der Zellen entstand und stellen nicht
den metabolischen RQ der Zellen dar. Da hier die Bezeichnung RQ irreflihrend ist,
wurde der Begriff TQ (Transfer Quotient) eingeflhrt. Dieser stellt das Verhaltnis der
gesamten CO2>-Bildung zum gesamten O.-Verbrauch dar. Der gemessene TQ sagt
nichts Uber den metabolischen RQ aus und lasst damit keinen Rlckschluss auf die
Stoffwechselaktivitat der Zelle zu.

Verschiedene Forschergruppen konnten jedoch durch Flussig-Gas-Bilanzierungen des
CO, unter Einbeziehung des pH-Wertes die tatsachliche zellspezifische
Kohlendioxidbildungsrate (CER, Carbondioxide Evolution Rate) bestimmen. (Hendrik P.
Bonarius, Determination of the Respiration Quotient in Mammalian Cell Culture in
Bicarbonate Buffered Media, Biotechnology and Bioengineering, 1995, 45, 524-534;
Bjorn Frahm, Determination of dissolved CO2 concentration and CO- production rate of
mammalian cell suspension culture based on off-gas measurement, Journal of
Biotechnology, 2002, 99, 133-148).

Damit war zwar die Grundvoraussetzung flr die korrekte Bestimmung des
metabolischen RQ gegeben, aber aufgrund der aufwandigen apparativen und
rechnerischen Randbedingungen hat die online Messung keine weitere Verbreitung in

der industriellen Zellkulturfermentation gefunden.
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Die Steigerung der Produktivitat kontinuierlicher Zelllinien ist auf Grund ihres komplexen
Stoffwechsels und des Zusammenspiels der Einfliisse verschiedener Substrate auf das
Wachstum eine grof3e Herausforderung.

In verschiedenen Experimenten (Carl Johan Franzén, Metabolic flux analysis of RQ-
controlled microaerobic ethanol production by Saccharomyces cerevisiae, Yeast, 2003,
20, 117-132; Hendrik P. Bonarius, Determination of the Respiration Quotient in
Mammalian Cell Culture in Bicarbonate Buffered Media, Biotechnology and
Bioengineering, 1995, 45, 524-534) konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung von
kontinuierlichen Zelllinien bei niedrigen Glutamin- und Glukosekonzentrationen einen
positiven Einfluss auf die zellspezifische Produktivitat hat. Gleichzeitig wird die Bildung
von Stoffwechselendprodukten auf ein Minimum reduziert, so dass deren Einfluss auf
das Wachstum und die Produktbildung erheblich reduziert wird.

Die Steigerung der Produktivitat bei niedrigen Substratkonzentrationen beruht auf der
effektiveren Verstoffwechselung von Glukose und Glutamin zu CO, und Wasser. Bei
hdheren Konzentrationen hingegen Uberwiegt die ineffektive Verstoffwechselung von
Glukose zu Laktat (95%) bzw. von Glutamin zu Alanin (Overflow-Metabolismus) (Jan
Ljunggren, Catabolic Control of Hybridoma Cells by Glucose and Glutamine Limited Fed
Batch Cultures, Biotechnology and Bioengineering, 1994, 44, 808-818; Hideo Kurokawa,
Growth Characteristics in Fed-Batch Culture of Hybridoma Cells with Control of Glucose

and Glutamine Concentrations, Biotechnology and Bioengineering, 1994, 44, 95-103).

Kontinuierliche Zelllinien durchlaufen bei hohen Substratkonzentrationen den Zitratzyklus
nur vom a-Ketoglutarat bis zum Zitrat. Niedrige Aktivitditen von wichtigen
Schlusselenzymen verhindern eine weitere Umsetzung des Substrates und fuhren somit
zu einem unvollstandigen und energetisch ineffektiven Abbau. Stoffwechselphysiologisch
gesehen basiert die effektivere Verwertung der Substrate bei niedrigen Konzentrationen
auf einem vollstdndigen Durchlaufen des Zitratzyklus. Die Aktivitatszunahme
verschiedener Schllisselenzyme im Laufe einer Batch-Fermentation konnte von
verschiedenen Forschergruppen belegt werden (L. Fitzpatrick, Glucose and glutamine
metabolism of a murine B-lymphocyte hybridoma grown in batch culture, Appl Biochem
Biotechnol, 1993, 43(2), 93-116).

Die Folge sind ein erhdhter Sauerstoffverbrauch und eine erhdhte Kohlendioxidbildung
pro umgesetztem Substratmolekiil. Die Anderung der Stoffwechselaktivitit muss sich
demzufolge im metabolischen RQ widerspiegeln und damit kann der RQ in Abhangigkeit

von der Glutaminkonzentration verschiedene Werte annehmen.
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Eine Aufzeichnung des vollstandigen RQ-Verlaufs wahrend einer Batch-Fermentation
von kontinuierlichen Zelllinien sowie die ldentifizierung und biochemische Interpretation
einzelner RQ-Phasen ist bisher nicht erfolgreich gelungen. Eine Aussage zur Korrelation
zwischen Nahrstoffkonzentration und Stoffwechselzustand war bisher nur durch
retrospektive Offline-Messungen mdaglich. Obwohl seit mehr als 10 Jahren Méglichkeiten
zur Bestimmung des RQ bei Mikroorganismen bekannt sind, war es bisher nicht méglich
bei Zellkulturen, eine Online-Regelung auf Basis der RQ-Werte zu erstellen. Dies lag vor

allen Dingen daran, dass bisher nur der TQ bestimmt werden konnte.

Verschiedene Kontrollmethoden sind beispielsweise aus der US 4,891,310, US
6,284,453 B1, US 6,150,133 und US 6,955,892 B2 bekannt. Aber auch hier wird kein
Kontroll- und Messverfahren vorgestellt, mit welchem sich letzten Endes online Gber die
Messung des Respirationsquotienten der Zulauf von Kulturmedium und/oder Nahrstoffen
regeln lasst. Gleichwohl besteht ein Bedarf, hier Abhilfe zu schaffen; denn allen
bisherigen Messverfahren flr die Parameter von Fermentationen in Zellkulturverfahren
haften Nachteile an. So ist z. B. die Elektrodenmessung zur Bestimmung des CO- flr die

Regelung nicht stabil genug.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren sowie eine entsprechende
Vorrichtung zur RQ-geregelten Zufuhr von Kulturmedium und/oder Nahrstoffen zur
Verfigung zu stellen, welches die geschilderten Probleme des Standes der Technik
Uberwindet. Es soll erfindungsgemafd durch Bestimmung des metabolischen RQ-Wertes
erreicht werden, dass mittels Online-Regelung die Zufuhr von Kulturmedium und/oder
Nahrstoffen einer empfindlichen Online-Regelung zuganglich gemacht wird. Hierdurch
soll zugleich eine effektive Produktivitatssteigerung in Zellkulturverfahren erreicht
werden. Dies war mit den bisherigen Verfahren der Fermentationstechnik nicht moglich.
Denn die von der Kultivierung mit Mikroorganismen bekannten Verfahren lassen sich
nicht auf die wesentlich empfindlicheren Zellkulturen Ubertragen. Dies gilt insbesondere

bei Einsatz von tierischen Zellkulturen.

Gelost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zur Fermentation von Zellkulturen, bei
welchen
- der metabolische RQ online bestimmt wird,

- der metabolische RQ als Istwert fUr eine Regelung dient,
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- der Ziel-RQ fur die gewunschte Produktivitat oder Produkteigenschaft als Sollwert
fur eine Regelung ermittelt wird und

- auf Basis der Soll- und Ist-Werte die Zufuhr von Kulturmedium und/oder
Nahrstoffen so geregelt wird, dass sich eine optimale Zell- oder Produktausbeute

und/oder eine gewlnschte Produktqualitat bzw. Produkteigenschaft einstellt.

Das erfindungsgemalie Verfahren kann zur Herstellung von Proteinen, beispielsweise
Pharmaproteinen, durchgeflhrt werden. Dabei kann das Verfahren mit tierischen- oder
pflanzlichen Zellen durchgeflhrt werden. In dem Verfahren kdnnen sowohl

kontinuierliche Zelllinien als auch gentechnisch veranderte Zellen eingesetzt werden.

Dabei kann der Ziel-RQ in einem Vorversuch (z. B. Batch-Betrieb, Konti-Betrieb oder
Chemostat-Betrieb; Konti-Betrieb entspricht einer kontinuierlichen Prozelifihrung) oder
im laufenden Prozess bestimmt werden. Ferner kann der Ziel- RQ rechnerisch aus der
Stochiometrie des Stoffwechselweges bestimmt werden. Online wird der metabolische
RQ durch die geeignete Kombination der Gasanalysewerte und in situ Messwerte wie
pH und Temperatur bestimmt. Die Gasanalyse wird mittels Partialdruckmessung,
Massen- und Volumenstrombestimmung oder einer beliebigen Kombination von zwei

oder mehr der genannten Parameter durchgefihrt.

Die Messung des metabolischen RQ-Wertes basiert auf den im Stand der Technik
beschriebenen Mel3- und Berechnungsmethoden. Eine Verwendung des RQ-Wertes zur
Regelung einer Fermentation von Zellkulturen wurde bisher noch nicht gezeigt. Die
vorliegende Erfindung zeigt erstmals, dass es maoglich ist in einem Verfahren zur
Fermentation von Zellkulturen aus dem gemessenen RQ-Verlauf reproduzierbar auf
verschiedene Stoffwechselzustande zu schlielen und dass sich wahrend der
Fermentation verschiedene diskrete RQ-Zustande bezogen auf die zellspezifische
Produktivitat einstellen. Der optimale RQ-Wert kann anhand einer Aufzeichnung eines
vollstandigen RQ-Verlaufs von kontinuierlichen Zelllinien sowie der Identifizierung und
biochemischen Interpretation der einzelnen RQ-Phasen ermittelt werden. Dabei kann der
Ziel-RQ im Verlauf einer vorgeschalteten Fermentation, rechnerisch aus der
Stochiometrie des Stoffwechselweges, aber auch im laufenden Prozess bestimmt
werden.

Mit Hilfe dieser Information, der VerknUpfung von diskreten RQ-Werten mit
Stoffwechselzustdnden und/oder zellspezifischen Produktivitaten, ist es madglich,

bestimmte Produktivitaten einem bestimmten RQ-Wert zuzuweisen. Dadurch kann man
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z. B. eine bestimmte Produktmenge verbunden mit einer geringen Nebenprodukibildung
Uber den RQ-Wert einregeln. Folglich kann wahrend der Fermentation ohne aufwandige
Kontrolle verschiedenster Parameter, lediglich durch eine Online-Bestimmung und
Online-Regelung des RQ-Werts, die gewlnschte Produktivitat eingestellt werden. Die
Regelung erfolgt durch die Zufuhr von Kulturmedium und/oder Nahrstoffen, so dass sich
eine optimale Zell- oder Produktausbeute und/oder eine gewlnschte Produktqualitat

bzw. Produkteigenschaft einstellt.

Die Online-Kontrolle und -Regelung des gewlnschten RQ-Wertes ermoglicht somit eine
exakte Zufuhrung des bendtigten Kulturmediums und/oder der Nahrstoffe um entweder
eine hohe Zellausbeute, eine hohe Produktausbeute, eine bestimmte Produktqualitat

oder Produkteigenschaft zu erzielen.

Die Begriffe ,gewlnschte Produktqualitat®, ,gewlnschte Produkteigenschaft®, ,optimaler
RQ-Wert* oder ,gewlnschter RQ-Wert® im Sinne der Erfindung variieren je nach
Verfahren und Produkt. So kann es bedeuten nicht auf einen RQ-Wert zu regeln bei dem
die maximale zellspezifische Produktivitat vorhanden ist, sondern auf einen RQ-Wert mit
niedrigerer zellspezifischer Produktivitat, wobei dieser daflir mit einer niedrigeren

Nebenproduktbildung verbunden ist.

Die Verstoffwechselung von z. B. Fetten flhrt zu RQ-Werten < 1 (ca. 0,7), da diese
Stoffklasse zu den wenig oxidierten Substanzen zahlt. Kohlenhydrate sind im Vergleich
hoch oxidiert und fuhren zu einem RQ-Wert von 1. Anwendung findet diese Methode z.B.
bei der Fermentation von Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) (Carl Johan Franzén,
Metabolic flux analysis of RQ-controlled microaerobic ethanol production by

Saccharomyces cerevisiae, Yeast, 2003, 20, 117-132).

Saccharomyces cerevisiae kann unter anaeroben Bedingungen Alkohol produzieren.
Jedoch gibt es auRerdem die Mdglichkeit, unter aeroben Bedingungen entweder Alkohol
oder ausschlieRlich Biomasse zu gewinnen. Das zu Grunde liegende Phanomen wird als
Crabtree-Effekt bezeichnet und beschreibt die aerobe Alkoholbildung oberhalb einer
kritischen Glukosekonzentration von 100 mg/l, wohingegen unterhalb von 100 mg/
bevorzugt die Biomasseproduktion ablauft.

Der gemessene RQ liegt bei der Ethanolproduktion weit (iber eins. Im Gegensatz dazu

hat die vollstandige Oxidation des Zuckers zu CO- und Wasser einen RQ von eins.
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Die erfindungsgemafle Prozessfuhrung ist vollig unabhadngig von Substrat-
Offlinemessungen und basiert vorzugsweise auf der Messung des Gaswechsels. Durch
die exakte Einhaltung einer bestimmten Substratkonzentration kann die Ausbeute an

Biomasse oder Ethanol um ein vielfaches gesteigert werden.

Die Messung des Respirationsquotienten erfolgt erfindungsgemaf vorzugsweise durch
die Bestimmung der geeigneten Kombination der Gasanalysewerte und der in situ
vorgenommenen Messungen.

Die Gasanalyse kann mittels aller dem Fachmann zur Verfigung stehenden Methoden
erfolgen. Voraussetzung ist, dass die Verfahren fur die Online-Bestimmung brauchbar
sind. Beispiele flr Gasanalyse sind Partialdruckmessungen sowie die Bestimmung des

Masse- und Volumenstroms.

Die in situ-Messung kann ebenfalls mit den Ublichen dem Fachmann bekannten
Methoden gemessen werden. Hier werden vorzugsweise der Kohlendioxidgehalt, der
Sauerstoffgehalt, der pH-Wert und die Temperatur bestimmt. O»>- und CO>-Gehalt
konnen z. B. mittels Partialdruckmessung ermittelt werden. Ggf. kdnnen auch weitere
Parameter gemessen werden. Flr die Bestimmung des Kohlendioxidgehalts, des
Sauerstoffgehalts und des pH-Werts kommen beispielsweise Ubliche Elektroden in
Betracht.

Die Bestimmung des Soll-Wertes kann erfindungsgemaf vorzugsweise vor Beginn der
Produktion durchgefihrt werden. Die Sollwertbestimmung kann jedoch auch an
beliebigen anderen Zeitpunkten erfolgen und je nach Erfordernissen des Betriebs auch
beliebig oft wiederholt werden. Sie kann in einem gesonderten Fermenter oder auch in
dem Produktionsfermenter erfolgen. Bevorzugt ist die Messung im Batch-Betrieb in

einem gesonderten Gefal.

Das erfindungsgemafe Verfahren kann fur pflanzliche oder tierische Zellen Verwendung
finden. Erfindungsgemall kdnnen auch kontinuierliche Zelllinien oder gentechnisch
veranderte Zellen zum Einsatz kommen. Besonders bevorzugt ist das
erfindungsgemalle Verfahren flr den Einsatz von tierischen Zellkulturen. Hier ist ein
besonders bevorzugter Bereich wiederum die Produktion von Proteinen, insbesondere
von pharmazeutisch anwendbaren Proteinen. Besonders vorteilhaft ist es
erfindungsgemal, dass nunmehr im kontinuierlichen Verfahren Uber die Regelung des

metabolischen RQ der Zulauf von Kulturmedium und/oder Nahrstoffen gesteuert werden
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kann. Das erfindungsgemale Verfahren kann in den nach dem Stand der Technik
bekannten fur vorzugsweise Submersversverfahren geeigneten Fermentern
durchgefuhrt werden. Demgemal kommen z.B. Blasensaulen, Injektor betriebene
Systeme, Schlaufenreaktoren sowie RduOhrreaktoren in Form von Ein- und

Mehrstufensystemen in Betracht. Besonders bevorzugt sind Rihrreaktoren.

Die Reaktoren sind regelmafig mit den nach dem Stand der Technik an sich bekannten
Mess-, Steuer- und Regelsystemen ausgestattet. Hierzu zdhlen Gerate zur Online- und
Offline-Messung. Als Beispiele zu nennen sind pH-, pO> pCO, Messgerate,
insbesondere der Einsatz entsprechender Sensoren. Ebenso ist z. B. der Einsatz von
Messungen der Zu- und Abfuhr von Substrat sowie der Zu- und Abluft erfindungsgemar
vorteilhaft.

Eine Vorrichtung die zur Durchfihrung des beschriebenen Verfahrens geeignet ist,
ermdglicht die Online-Ermittlung des metabolischen RQ mit Hilfe der Zu- und Abluft,
sowie des pH-Wertes und der Temperatur. Die Steuerung der Medien- und
Nahrstoffzufuhr erfolgt automatisch basierend auf dem RQ. Dabei werden
Dosiervorrichtungen (gasférmige, flissige oder feste Medien) angesteuert um einen flr
die Erzielung einer angestrebten Produktivitat oder Produkteigenschaft geeigneten RQ
(Ziel-RQ) einzuregeln und zu halten. Darlber hinaus kénnen durch die Messung der
Sauerstoffkonzentration und des pH-Wertes im Fermenter eine Regelung der Sauerstoff-
bzw. NaOH/CO2-Zufuhr zur Aufrechterhaltung einer gewunschten

Sauerstoffkonzentration bzw. pH-Wertes im Fermenter durchgeflhrt werden.

Die Vorrichtung zur Durchfihrung des Verfahrens kann dabei

a) einen Fermenter;

b) ein Gasmischsystem;

¢) Zuluftleitungen flr Gas;

d) Abluftleitungen;

e) Messvorrichtungen zur Bestimmung der Sauerstoff und CO>-Konzentration und des
Massenflusses in der Zuluft und in der Abluft zur Ermittlung der Sauerstoffverbrauchsrate
OTR und der Kohlendioxidbildungsrate CTR;

f) Vorrichtung zur Messung des pH-Werts und der Temperatur ;

g) Vorrichtung zur Ermittlung des CER und des metabolischen RQ aus den Temperatur-,

pH-, Sauerstoffkonzentrations- und Kohlendioxidkonzentrations-Werten;
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h) ein RQ-Regler zur RQ-basierten Regelung der Zufuhr von Kulturmedium und/oder

Nahrstoffen enthalten.

Im Folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf diese Beispiele und Figuren

naher erldutert. Im einzelnen haben die Figuren folgende Bedeutung:

In allen Figuren entspricht P1 der Phase 1; P2 der Phase 2; P3 der Phase 3; P4 der
Phase 4; P5 der Phase 5 und P6 der Phase 6.

Fig. 1: Verlauf des RQ bei einer Batch-Fermentation der Hybridomazelllinie CF-10H5.
Durchgangige Linie: Glutamin; gestrichelte Linie: Glucose; durchgangige Linie in grau:
RQ.

Fig. 2: Verlauf der zellspezifischen Produktivitat. Gestrichelte Linie: zellspezifische

Produktivitat; durchgangige Linie in grau: RQ.

Fig. 3: Verlauf der Laktatbildungsrate. Durchgangige Linie: Zellspezifische
Laktatbildungsrate; durchgangige Linie in grau: RQ.

Fig. 4: Abhangigkeit des RQ von der Glutaminkonzentration in der chemostatischen

Betriebsweise. Durchgangige Linie: Glutamin; durchgangige Linie in grau: RQ.

Fig. 5: Glutaminverlauf im RQ-geregelten Fed-Batch (Sollwert RQ 0,66). Durchgangige
Linie: Glutamin; durchgéngige Linie in grau: RQ. Der Pfeil markiert den Start des RQ-
geregelten Fed-Batch-Verfahrens.

Fig. 6: Produktivitatsverlauf im RQ-geregelten Fed-Batch. Gestrichelte Linie:

zellspezifische Produktivitat; durchgangige Linie in grau: RQ.

Fig. 7: Verfahrensflielbild des RQ-geregelten Fed-Batch Verfahrens. 1: Fermenter; 2:
Ruhrer; 3: Zuluft; 4: Abluft; 5 und 22: pH und pO.-Elektroden; 7: Vorrichtung fUr die
Abgasanalytik; 8: Vorrichtung zur Ermittlung des metabolischen RQ; 9:
Nahrstoffbehalter; 10: Nahrstoffpumpe; 11: Zufuhrleitung.

Fig. 8: Vorrichtung zur Durchfihrung des RQ-geregelten Fed-Batch Verfahrens. 1:
Fermenter; 2: Rihrer; 3: Zuluft fir Gas; 4: Abluftleitungen; 5: pH-Elektrode; 6-7:
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Messvorrichtungen zur Bestimmung der Sauerstoff und CO2-Konzentration und des
Massenflusses in der Zuluft; 8: Vorrichtung zur Ermittlung des metabolischen RQ; 9:
Nahrstoffbehalter; 10: Nahrstoffpumpe; 11: Zufuhrleitung; 12: Vorrichtung zur Messung
des pH-Werts; 13: Vorrichtung zur Messung der Temperatur; 14-15: Messvorrichtungen
zur Bestimmung der Sauerstoff und CO,-Konzentration und des Massenflusses in der
Abluft; 16: Vorrichtung zur Ermittlung der Sauerstoffverbrauchsrate OTR; 17: Vorrichtung
zur Ermittlung der Kohlendioxidbildungsrate CTR; 18: Vorrichtung zur Ermittlung der
CER; 19: Vorgegebener Ziel-RQ; 20: RQ-Regler; 21: Gasmischsystem:;

1. RQ-Verlauf wahrend einer Fermentation von Hybridomazellen

Figur 1 zeigt den Verlauf des RQ bei einer Batch-Fermentation der Hybridomazelllinie
CF-10H5.

In Batch-Experimenten mit Hybridomazellen (ACC 477, CF-10H5) ist es gelungen aus
dem gemessenen RQ-Verlauf reproduzierbar auf verschiedene Stoffwechselzustande zu
schlielen und eine biochemische Interpretation zu ermdoglichen.

Insbesondere konnte im RQ-Verlauf eine Phase identifiziert werden, in der die
zellspezifische Produktivitdt am hdchsten ist. Daraus ergibt sich eine konkrete
Handlungsanweisung bzw. ein Verfahren flr die FUhrung der Kultur mit erhdhter

Produktivitat fir Fed-Batch und kontinuierliche Fermentationsverfahren.

Figur 1 zeigt den RQ-Verlauf sowie die Abnahme der Glukose- und
Glutaminkonzentration wéhrend der Batch-Kultivierung der Hybridomazelllinie CF-10H5
im Fermenter. Die Glutaminkonzentration nimmt im Laufe der Kulturdauer kontinuierlich
ab, bis sie nach ca. 60 Stunden vollstandig erschopft ist. Die Glukosekonzentration
nimmt wahrend der gesamten Kulturdauer ab, wird aber bis zum Ende der Fermentation
nie limitierend fir die Kultur. Uberraschenderweise stellen sich verschiedene diskrete

RQ-Zustéande (Phasen 1 bis 6) wéahrend der Fermentation ein.

2. Verlauf der zellspezifischen Produktivitdt wihrend dieser Batch-Fermentation

Figur 2 zeigt den Verlauf der zellspezifischen Produktivitat im Batch.

Aus Figur 2 wird ersichtlich, dass die zellspezifische Produktivitat von den genannten

RQ-Werten abhangig ist.
11
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Bei hohen Glutaminkonzentrationen (Phase 1) wird ein niedriger RQ-Wert von 0,55 und
bei niedrigen Glutaminkonzentrationen héhere RQ-Werte zwischen 0,66 und 1,11
gemessen. Die zellspezifischen Produktivitédten liegen bei den niedrigen RQ-Werten bei
ca. 1E-7 pg/N/h und erreichen ihr Maximum (ca. 4E-7 pg/N/h) bei einem RQ von 1,11.
Ab einem RQ von ca. 1,3 fallt die Produktivitat erneut auf den Ursprungswert zurlck. Die
Erhéhung der Produktivitat liegt ca. bei einem Faktor 4.

Darlber hinaus wird bei einem RQ von 1,11 die Bildungsrate von Nebenprodukten
deutlich erniedrigt. Aus Figur 3 wird ersichtlich, dass in der RQ-Phase von 1,11 die
Laktatbildungsrate im Vergleich zu den anderen RQ-Phasen deutlich niedriger ist.

Das Ziel ist es daher, die 3. Stoffwechselphase (RQ = 1,11) und damit eine hohe
Produktivitat und gleichzeitig eine niedrige Bildungsrate von zum Teil toxischen

Nebenprodukten aufrecht zu halten.

3. RQ-Verlauf wahrend einer chemostatischen Betriebsweise

Aus Figur 4 ist die Abhangigkeit des RQ von der Glutaminkonzentration in der

chemostatischen Betriebsweise sichtbar.

Die Korrelation des RQ mit dem jeweiligen Glutaminkonzentrationsbereich, im speziellen
der Phasen 1, 2 und 3 konnte durch die chemostatische Fermentationsbetriebsweise
bestatigt werden.

Diese Art der ProzessfUhrung spiegelt die kontinuierliche Betriebsweise einer
Fermentation ohne Zellrickhaltung. Dieses System ist charakterisiert durch den
kontinuierlichen Zulauf von frischem Kulturmedium und dem Ablauf von verbrauchtem
Kulturmedium inklusive Zellen. Das Flie3gleichgewicht ermdglicht unter
BerUcksichtigung der Durchflussrate (D < pmax) das Einstellen von definierten

Wachstumsraten, Substrat-, Produkt- und Zellkonzentrationen im Fermenter.

Aus Figur 4 wird ersichtlich, dass erst das Uberschreiten von gewissen

Glutaminkonzentrationen der RQ seinen Wert dndert.

4. RQ-geregelter Fed-Batch

Fed-Batch-Fermentationen mit der Hybridomazelllinie CF-10H5 konnten die Effektivitat

dieser Methode bestatigen (Figuren 5 bis 8).
12
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Figur 5 zeigt den Glutaminverlauf im RQ-geregelten Fed-Batch (Sollwert RQ 0,66).

Figur 6 zeigt den Produktivitatsverlauf im RQ-geregelten Fed-Batch (Sollwert RQ 0,66).

Der anfangliche Batch-Betrieb bis 50 Stunden Fermentationszeit zeigt 2 der 6
Stoffwechselphasen und die damit verbundenen zellspezifischen Produktivitaten.

Es konnte gezeigt werden, dass in Abhangigkeit des eingeregelten RQ-Wertes eine
niedrige (RQ = 0,66) bzw. eine hohe (RQ = 1,11) zellspezifische Produktivitat eingestellt
wurde (Figur 6).

Das Einregeln des RQ erfolgt durch die geregelte Zugabe von Kulturmedium und/oder

Nahrstoffen (hier: Fed-Batch Medium, vierfach-Konzentrat der Nahrstoffe).

5. Erhéhung der zellspezifischen Produktivitat

Durch das Aufrechterhalten des RQ-Wertes von 1,11 konnte die Produktivitat um den
Faktor vier erhoht werden. Von einer anfanglichen Produktivitat von ca. 1E-7 pug/N/h
wurde die Produktivitat auf ca. 4E-7 ug/N/h gesteigert.

Somit konnte im RQ-geregelten Fed-Batch gezeigt werden, dass das zuvor im Batch
festgestellte Phanomen reproduzierbar ist und flr eine RQ-basierte Prozessregelung
genutzt werden kann.

Eine Onlinelberwachung sowie -regelung des Prozesses konnte ohne Laboranalytik

erfolgreich umgesetzt und die Produktivitat um 300 % gesteigert werden.

6. Anwendung der Methode

Figur 7 zeigt ein Verfahrensflie3bild mit einem als Beispiel fur die erfindungsgemalie
Anwendung der RQ-Regelung. In diesem Beispiel erfolgt die Produktion in einem
Fermenter 1 mit einem Rihrer 2. Der Fermenter ist mit einer Zuluft 3 und einer Abluft 4
ausgerustet. Ferner sind flr die Messung des pH und des pO; die Elektroden 5 und 22
vorgesehen. In der Abluft 4 ist noch eine Vorrichtung fur die Abgasanalytik 7 angeordnet.
Anhand des pH-Wertes, der Temperatur und der Ergebnisse der Abgasanalytik 8 Iasst
sich der RQ als Funktion des OTR, CTR, pH und der Temperatur bestimmen. Mit Hilfe
des zuvor in einem Batch-Verfahren bestimmten verfahrensspezifischen RQ erfolgt
sodann die Regelung des Zulaufs an Kulturmedien und/oder Nahrstoffen 9. Hierbei

betétigt der RQ-Regler das Ventil der Nahrstoffpumpe 10 fir die Zufuhrleitung 11.

13
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7. Vorrichtung zur DurchfUhrung des Verfahrens

Figur 8 zeigt ein VerfahrensflieBbild der Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens.
Hierbei wird die Gaszusammensetzung und der Gasfluss (Massenfluss) ermittelt. Die durch
das Gasmischsystem 21 zusammengesetzte Zuluft 3 wird zundchst durch die Vorrichtung
geleitet um den Sauerstoff- und Kohlendioxidgehalt 6-7 der Zuluft zu bestimmen.
Anschlieliend wird das Gas in den Fermenter 1 geleitet.

Durch die Bestimmung der Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentration 14-15 in der Abluft 4
ist die Ermittlung der Sauerstoffverbrauchsrate (OTR) 16 sowie der Kohlendioxidbildungsrate
(CTR) 17 moglich.

Die Messung pH-Wertes 5 und der Temperatur 13 im Fermenter erméglicht in Kombination
mit der Berechnung der CTR die Ermittlung der CER 18 und damit des metabolischen RQ 8.
Unter BerUcksichtigung des RQ-Reglers 20 und einem vorgegebenen Ziel-RQ 19 ist die
Zufuhr der Kulturmedien und/oder Nahrstoffen aus dem Nahrstoffbehalter 9 Uber die

Ansteuerung der Nahrstoffpumpe 10 mdglich.
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Anspriiche

1. Verfahren zur Fermentation von Zellkulturen, bei welchem
- der metabolische RQ online bestimmt wird,
- der metabolische RQ als Istwert fUr eine Regelung dient,
- ein Ziel-RQ fur die gewlinschte Produktivitat oder Produkteigenschaft als Sollwert
fur eine Regelung ermittelt wird und
- auf Basis der Soll- und Ist-Werte die Zufuhr von Kulturmedium und/oder
Nahrstoffen so geregelt wird, dass sich eine optimale Zell- oder Produktausbeute

und/oder eine gewlnschte Produktqualitat bzw. Produkteigenschaft einstellt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Ziel-RQ in einem

Vorversuch bestimmt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Ziel-RQ in einem

Vorversuch im Batch-Betrieb, Konti-Betrieb oder Chemostat-Betrieb bestimmt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Ziel-RQ im laufenden

Prozess bestimmt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Ziel-RQ rechnerisch

aus der Stochiometrie des Stoffwechselweges bestimmt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der metabolische RQ
online durch die geeignete Kombination der Gasanalysewerte und in situ Messwerte wie

pH und Temperatur bestimmt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Gasanalyse mittels
Partialdruckmessung, Massen- und Volumenstrombestimmung oder einer

beliebigen Kombination von zwei oder mehr der genannten Parameter durchgeflhrt wird.
8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche dadurch gekennzeichnet, dass

kontinuierliche Zelllinien oder gentechnisch veranderte Zellen eingesetzt

werden.

15
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9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es mit tierischen- oder

pflanzlichen Zellen durchgefiihrt wird.

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es zur Herstellung von

Proteinen durchgefuhrt wird.

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Fermentation zur

Herstellung von Pharmaproteinen durchgefihrt wird.

12. Vorrichtung zur Durchfihrung des Verfahrens nach einem der Anspriche 1 bis 11
umfassend

a) einen Fermenter (1);

b) ein Gasmischsystem (21);

¢) Zuluftleitungen fur Gas (3);

d) Abluftleitungen (4);

e) Messvorrichtungen zur Bestimmung der Sauerstoff und CO>-Konzentration und des
Massenflusses in der Zuluft (6-7) und in der Abluft (14-15) zur Ermittlung der
Sauerstoffverbrauchsrate OTR (16) und der Kohlendioxidbildungsrate CTR (17);

f) Vorrichtung zur Messung des pH-Werts (12) und der Temperatur (13);

g) Vorrichtung zur Ermittlung des CER (18) und des metabolischen RQ (8) aus den
Temperatur-, pH-, Sauerstoffkonzentrations- und Kohlendioxidkonzentrations-Werten;
h) ein RQ-Regler (20) zur RQ-basierten Regelung der Zufuhr von Kulturmedium
und/oder Nahrstoffen (9).
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