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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betriftt eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Riickhaltung und Riickfiihrung von Zel-
len in einem kontinuierlich oder absatzweise durchstromten Getdll. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung ei-
ner Vorrichtung, mit dem Zellen in einem kontinuierlich oder absatzweise durchstromten Gefdll zurtickgehalten und zuriickgefiihrt
werden kdnnen.
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Verfahren und Vorrichtung zur Riickhaltung und Riickfiihrung von Zellen

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Riickhaltung und Riickfilhrung von Zellen in
einem kontinuierlich oder absatzweise durchstromten Gefil3, die innerhalb oder auflerhalb
eines Bioreaktors betrieben werden kann. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren
zur Riickhaltung und Riickfilhrung von Zellen innerhalb oder auflerhalb eines Bioreaktors.
Fermner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung, mit dem
Zellen in einem kontinuierlich oder absatzweise durchstromten Gefall zurtickgehalten und

zurickgefiihrt werden kénnen.

Die Ziichtung tierischer und pﬁmzlicher Zellen hat grof3e Bedeutung bei der Herstellung
biologisch aktiver Substanzen und pharmazeutisch aktiver Erzeugnisse. Insbesondere die
Zichtung von Zellen, welche hiufig in einem Nihrmedium in freier Suspension
durchgefiihrt wird, ist anspruchsvoll, weil die Zellen im Gegensatz zu Mikroorganismen
sehr empfindlich hinsichtlich mechanischer Scherbeanspruchung und unzureichender

Versorgung mit Nahrstoffen sind.

Meist werden tierische und pflanzliche Zelllinien absatzweise geziichtet. Dies hat den
Nachteil, dass eine optimale Versorgung der Zellen infolge der sich stindig verandernden
Substrat-, Produkt- und Biomassekonzentrationen nur schwer zu erreichen ist. Am Ende
der Fermentation reichern sich auflerdem Nebenprodukte an, z.B. Bestandteile
abgestorbener Zellen, die meist unter grolem Aufwand bei der spéteren Aufarbeitung
entfernt werden miissen. Aus den genannten Griinden, insbesondere aber bei der
Herstellung instabiler Produkte, die z.B. durch proteolytische Angriffe beschiddigt werden

kénnen, werden daher bevorzugt kontinuierlich betriebene Bioreaktoren verwendet.

Mit kontinuierlichen Bioreaktoren lassen sich hohe Zelldichten und eine damit verbundene

hohe Produktivitit erreichen, wenn folgende Anforderungen erfullt sind:

e cine ausreichende und scherarme Versorgung der Zellen mit Substraten,

insbesondere dem gelGstem Sauerstoff,
e cine ausreichende Entsorgung des bei der Veratmung entstehenden Kohlendioxids,

e ein effektives, scherarmes, verstopfungssicheres Zellriickhaltesystem zum Aufbau

hoher Zellkonzentrationen,
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e die Langzeitstabillitdt (Sterilitdt, Hydrodynamik) des Bioreaktors.

Neben der kontinuierlichen Fahrweise kann ein Bioreaktor mit einem effizienten
Zellriickhaltesystem z.B. auch zur Anzucht von Vorkulturen mit besonders hohen
Zelldichten verwendet werden. Man verwendet dann das Zellriickhaltesystem auf
diskontinuierliche Weise, um Zellkulturiiberstand nahezu frei von Biomasse abzuziehen.
Danach kann der Vorkulturreaktor wieder mit frischem Nédhrmedium aufgefiillt werden und
die Kultur lasst sich auf diese Weise zu hoheren Zelldichten bringen als bei einfachem

absatzweisen Betrieb.

Hiufig wird zur scherarmen Versorgung der Zellen mit geldstem Sauerstoff eine
blasenfreie Begasung mittels Membranen eingesetzt. Beispielsweise lassen sich
Membranen als Schlduche auf zylindrischen Korbstatoren aufwickeln (Henzler, H.-J.,
Kauling, J., Oxygenation of cell cultures, Bioprocess Engineering, 9, 1993, 61-75, EP A
0172478, EP A 0240560). Zur Unterbringung grofler Stoffaustauschflichen werden die

Schlduche mit moglichst geringem Abstand dicht nebeneinander platziert.

Mit Hilfe scherarmer, radial fordernder Rithrorgane wie Blatt- oder Ankerrithrern werden
die konzentrisch angeordneten Schlauchmembranen in radialer Richtung durchstrémt, um

den flissigkeitsseitigen Stofftransportwiderstand zu reduzieren.

Eine weitere Moglichkeit, die Zellen mit gelostem Sauerstoff zu versorgen, stellt die
Blasenbegasung mit sauerstoffhaltigen Gasen dar. Der FEinsatz einer grobblasigen
Begasung und die Dispergierung der Blasen mit Hilfe eines Rithrorgans sind jedoch wegen
der geringen spezifischen Phasengrenzflache grober Blasen und des damit verbundenen
geringen Stofftransports auf geringe Zelldichten beschrénkt. Zudem leidet die
Lebensfahigkeit der Zellen wegen der mechanischen Scherbeanspruchung, welche die
Dispergierung der Blasen mit Hilfe eines Riihrorgans in hohen, fiir die Ziichtung von

Zellen uniiblichen Leistungsbereichen mit sich bringt (WO 03/020919 A2).

Aus diesem Grund hat sich in den letzten Jahren die feinblasige Begasung zur Versorgung
der Zellen mit gelostem Sauerstoff etabliert (Nienow, A.W., Reactor Engineering in Large
Scale Animal Cell Culture, Cytotechnology, 50, 1-3, 2006, 9-33, Varley, J., Birch, J,,
Reactor design for large scale suspension animal cell culture, Cytotechnology, 29, 3, 2004,
177-205).
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Feinblasige Begasung wird mit Hilfe spezieller Sinterkdrper aus metallischen und
keramischen Werkstoffen, Filterplatten oder laserperforierten Platten erzeugt, wobei die
Poren oder Locher in der Regel kleiner als 15 um sind. Bei kleinen Gasleerrohrge-
schwindigkeiten von weniger als 0,5 m/h werden sehr feine Gasblasen erzeugt, die in den
in der Zellkultur normalerweise eingesetzten Medien eine geringe Neigung zur Koaleszenz
aufweisen. Dem Rithrer kommt lediglich die Verteilung der feinen Gasblasen im

Bioreaktor, nicht aber deren Erzeugung als Aufgabe zu.

Damit eine hohe Zelldichte (> 20 Millionen lebende Zellen pro Milliliter) in einem
kontinuierlich betriebenen Bioreaktor erreicht werden kann, ist weiterhin eine effiziente
Riickhaltung der Zellen notwendig. Der erforderliche Riickhaltegrad hingt dabei von der
Wachstumsrate der Zellen und der Perfusionsrate ¢/V (Mediendurchsatz g pro

Bioreaktorvolumen V) ab.

In der Vergangenheit wurden unterschiedliche Zellriickhaltesysteme fiir kontinuierlich
betriebene Bioreaktoren vorgeschlagen, welche zumeist auflerhalb des Bioreaktors
angeordnet werden. Grund hierfiir ist die leichte Zugénglichkeit des Zellriickhaltesystems

zu Wartungs- und Reinigungszwecken.

Um Schidigungen der Zellen insbesondere aufgrund unzureichender Sauerstoffversorgung
und Kohlendioxidentsorgung auflerhalb des Bioreaktors so klein wie mdglich zu halten,
sind Zellriickhaltesysteme mit kleinen Arbeitsvolumina und damit verbundenen kurzen

Verweilzeiten der Zellen wunschenswert.

Neben Membranfiltern, Apparaten, die nach dem Prinzip der Querstromfiltration mit fest-
stechenden und beweglichen Membranen arbeiten, kommen spezielle Zentrifugen und

Schwerkraftabscheider zum Einsatz.

Im Fall der Zellriickhaltung mit Hilfe von Membranfiltern werden Ablagerungen bzw.
Verschmutzungen beobachtet, die einen zuverldssigen und wartungsfreien Langzeitbetrieb
verhindern. Die Ablagerungen kénnen reduziert werden, sofern die Membranflichen
schnell iiberstromt werden. Diese Forderung lduft jedoch der Grundvoraussetzung an eine

scherarme Zellkulturfermentation zuwider.

Es wurden spezielle scherarme Zentrifugen zur Abscheidung von Zellen im Zentrifugalfeld

entwickelt. Allerdings arbeiten diese Zentrifugen nur iiber wenige Wochen ohne Wartungs-
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aufwand. Durch den bei den Wartungsarbeiten erforderlichen Austausch von
Zentrifugenelementen vergroflert sich das Risiko der Insterilitét.

Eine weitere Moglichkeit, die Zellen aus der Zellkulturbrithe abzuscheiden, ist der Einsatz
von Schwerkraftabscheidern. Die bei der Ziichtung von Zellen iiberwiegend verwendeten
Schwerkraftabscheider sind Absetzbehilter und Schrigkanalabscheider. Verglichen mit
einfachen Absetzbehéltern haben die Schrigkanalabscheider den Vorteil eines betrdchtlich
geringeren Volumens. Eine Veroffentlichung (Henzler, H.-J., Chemie-Technik, 1, 1992, 3)
beschreibt die Zellriickhaltung in Schrigkanalabscheidern, welche im Gegenstrom,
Kreuzstrom und Gleichstrom betrieben werden kénnen. Der durchstromte Kanalquerschnitt
kann mit Platten oder Rohren versehen sein. Die Patentschriften US 5,817,505 und EP 0 699
101 B1 beanspruchen den Einsatz von Schrigkanalabscheidern zur Riickhaltung von Zellen
in Gegenstromabscheidem. In W02003020919 A2 werden unter anderem Gegen- und
Kreuzstromabscheider, sowie Kombinationen mit verschiedenen Vorabscheidern (z.B.

Hydrozyklonen) fiir die Riickhaltung von Zellen beschrieben.

Die Schriagkanalabscheider werden iiber einen externen Kreislauf an den Bioreaktor
angeschlossen. Hierzu sind Schlauchleitungen und Pumpen erforderlich, deren Verwen-
dung die Komplexitit der Anlage und damit das Fehlerrisiko erh6ht. Aulerdem wird die

Scherbeanspruchung der Zellen vergréfBert.

Um die Stoffwechselaktivitdit und das Anbacken von Zellen in einem Schwerkraft-
abscheider zu vermindern, wird das Herunterkiihlen der Zellkulturbrithe auf ithrem Weg
zum Schwerkraftabscheider vorgeschlagen. Eine reduzierte Stoffwechselaktivitit bei
niedriger Temperatur ist bei lingerem Aufenthalt der Zellen auflerhalb des Bioreaktors
sicherlich von Vorteil. Die Ausbildung von Temperatur- und Dichtegradienten im Inneren
des Schwerkraftabscheiders, die zum effizienzreduzierenden Stromungsphinomen der

freien Konvektion fiihren kénnen, wird durch Begrenzung der Kiihltemperatur vermieden.

Es werden auch Bioreaktoren beschrieben, bei denen das Zellriickhaltesystem innerhalb des
Bioreaktors angeordnet ist. In EP 0 227 774 Bl ist ein kontinuierlich betriebener
Fermentationskessel beschrieben, in welchem die Riickhaltung der Zellen innerhalb eines
Airlift-Schlaufenreaktors erfolgt. Die Airlift-Schlaufenstromung leitet die Zellsuspension
um die interne, durch senkrechte Trennwénde gebildete, stromungsberuhigte Absetzzone

herum. Die in der Absetzzone abgeschiedenen Zellen werden in die bewegte Zellsuspen-
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sion zurlickgefihrt, wihrend Kulturiiberstand am Kopf der Absetzzone abgezogen wird.
Der Nachteil der beschriebenen senkrecht wirkenden Riickhalteeinrichtung besteht jedoch
in deren schwieriger Skalierbarkeit. Diese fithrt zu einer iiberproportionalen Vergrof3erung
des Abscheidervolumens gegeniiber der Fermentationszone. Die Folge sind hohe
Verweilzeiten der Zellen in nicht ausreichend versorgbaren Abscheidern mit der

Konsequenz einer verringerten Produktivitit des Reaktorssystems.

Es stellt sich damit ausgehend vom Stand der Technik die Aufgabe, eine effiziente
Methode zur Riickhaltung und Riickfiihrung von tierischen und pflanzlichen Zellen in
einem kontinuierlich oder absatzweise betriebenen Verfahren bereitzustellen, die der
Empfindlichkeit der Zellen hinsichtlich mechanischer Scherbeanspruchung und der
ausreichenden Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen Rechnung trégt, die den wartungs-,
reinigungs- und steriltechnischen Anforderungen der pharmazeutischen Industrie gerecht

wird und deren Verwendung die Komplexitét und das Fehlerrisiko erniedrigt.

Gegenstand der Erfindung ist daher eine Vorrichtung zur Riickhaltung und Riickfiihrung
von Zellen in einem durchstromten Gefd3 umfassend eine Vielzahl von nebeneinander
angeordneten Kanidlen, wobei die Kandle einen stehenden Hohlzylinder bilden und
gegeniiber der Langsachse des Hohlzylinders um einen Winkel # zwischen 10° und 60°,

geneigt sind.

Das durchstromte Gefal kann ein Bioreaktor oder ein mit einem Bioreaktor verbundenes

Gefal} zur Zellriickhaltung und —riickfiihrung sein.

Die Durchstromung des Geféafles kann kontinuierlich oder absatzweise erfolgen, bevorzugt

erfolgt sie kontinuierlich.

Die Kanile sind am unteren Ende gedffnet. Am oberen Ende fithren sie in einen
gemeinsamen Ringraum, der iiber mindestens eine Leitung verfiigt, tiber die ein Erntestrom

aus dem Gefdl3 befordert werden kann.

In den Kanilen erfolgt die Separation von Zellen und Zellkulturlgsung. Durch die
kontinuierliche Entnahme des Erntestroms aus dem Bioreaktor werden Zellkulturlésung
und Zellen in die Kanile eingesaugt. Die Zellen sedimentieren innerhalb der schrig
angeordneten Kanidle und rutschen wie in klassischen Schrigkanalabscheidern im

Gegenstrom zum zuflieBenden Emtestrom wieder aus den Kanilen heraus und verbleiben
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damit im GefdB3. Die von den Zellen getrennte Zellkulturlosung wird durch die Kanile in
den Ringraum oberhalb der Kanile und schlieflich aus dem Gefa3 befordert.

Die Kanile haben einen eckigen, elliptischen oder runden Querschnitt. Die nach dem Stand
der Technik bekannten Schrigkanalplatten verfiigen iiber ein rechteckiges Profil. Die
Abscheidefliche fir die sedimentierenden Zellen ist bei rechteckigen Profilen eben
ausgefiihrt. Ein quadratischer Kanal mit der Querschnittsbreite d verfugt iiber eine grofiere
Abscheidefliche als ein runder Kanal mit demselben Durchmesser d. Uberraschend wurde
jedoch gefunden, dass die Effizienz bei der Riickhaltung und Riickfiihrung von Zellen in
runden Kanilen mit einem Durchmesser d trotz geringerer Abscheidefliche der Effizienz
von rechteckigen Kanélen mit der Querschnittsbreite d entspricht. Eine mégliche Erklarung
wire, dass die Reibung zwischen den sedimentierten Zellen und der Kanalinnenwand bei
einem runden Querschnitt infolge der geringeren Kontaktfliche geringer ist und so die
Zellen leichter abrutschen konnen. Auch ist denkbar, dass Lawineneffekte eine Rolle
spielen. Da die sedimentierenden Zellen in einem runden Kanalquerschnitt durch einen
zum niedrigsten Punkt auf der Vertikalachse hin gerichteten zusitzlichen
Verdichtungsprozess vermehrt {ibereinander zu liegen kommen, reiflen sie einander leichter
mit als in einem rechteckigen Querschnitt. Dies fiihrt letztlich zu einer Verringerung der im
Abscheider vorhandenen Zellen und damit zu  einer Vergroflerung der freien

Strémungsquerschnitte.

Bevorzugt verfliigen die Kanile daher tiber einen zu ihrer Unterseite hin abnehmenden
Querschnitt. Besonders bevorzugt hat der Kanalquerschnitt auf der Unterseite ein
halbrundes oder elliptisches Profil. Die Verwendung von Kandlen mit zur Unterseite hin
abnehmendem Querschnitt anstelle gerader Platten gemall dem Stand der Technik fiihrt zu
einem deutlich beschleunigten Abrutschen der Zellen, so dass einer moglichen Auszehrung
an Gelostsauerstoff in den Kandlen entgegengewirkt werden kann. In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform der erfindungsgemiflen Vorrichtung haben die Kanile einen runden
Querschnitt.

Die Dimensionierung der Kanile (Anzahl, Durchmesser, Linge) héngt jeweils von der Art

der zuruckzuhaltenden Zellen, der Grof3e des Bioreaktors und dem Durchsatz ab.

Die erforderliche Abscheidefldche 4., ergibt sich aus der Sedimentationsgeschwindigkeit

ws, der Perfusionsrate ¢/V (Mediendurchsatz g pro Bioreaktorvolumen #») und dem
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Bioreaktorvolumen nach Gl. 1. Ein Wirkungsgrad # Dberiicksichtigt die
Leistungsminderung von Schrigkanalabscheidern gegeniiber Vertikalabscheidern (GlI. 2).

Die theoretische Anscheidefliche A, bei rechteckigen und zylindrischen Querschnitten
kann nach in der Literatur (H.-J. Binder, Sedimentation aus Ein- und
Mehrkornsuspensionen in schrig stehenden, laminar durchstromten Kreis- und
Rechteckrohren, Dissertation Berlin, 1980) verdffentlichen Ansétzen aus den Gl. 3 und Gl.

4 naherungsweise bestimmt werden:

_ Perfusionsrate-V

A = Gl 1
e s (GL 1)
A
Ay =2 (GL. 2)
n
Rechteck: 4, = Z -sin(f)-d - L (GL. 3)
) 3. .
Zylinder: 4, = T6—-Z -sin(B)-d-L (Gl 4)

Hierbei sind Z die Anzahl der Kanile, # der Winkel, um den die Kanile gegeniiber der
Richtung der Schwerkraft gekippt sind, d der Innendurchmesser und L die Linge der
Kandle. & ist die Kreiszahl (n = 3,14159...).

Der Winkel /£ richtet sich nach dem Absetz- und Abrutschverhalten der Zellen und liegt
bevorzugt bei 10° < B < 60°. In einer bevorzugten Ausfilhrungsform liegt der Winkel
B zwischen 15° und 45°, besonders bevorzugt zwischen 25° bis 35°. Zur Verbesserung des
Abrutschverhaltens kann die Vorrichtung mit geeigneten Mitteln, beispielsweise
pneumatischen oder elektrischen Vibratoren zur Vibration gebracht werden. Bei hohen
Volumenkonzentration bzw. Zelldichten > 20 Millionen Zellen/Milliliter und
eingeschrinkter Vibrationsméglichkeit sind Winkel von 20° < f# < 35° besonders

bevorzugt.

Es ist denkbar, den Winkel iiber die Linge des Kanals zu variieren.
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Die Kanalbreite d (maximale Querschnittsbreite, bei rundem Profil der Durchmesser des
Kanals) liegt bevorzugt bei d > 3 mm, um eine Verstopfung der Kanéle zu verhindem. In
einer bevorzugten Ausfiilhrungsform werden Kanidle mit einer Kanalbreite von 3 mm bis
100 mm, bevorzugt von 5 mm bis 20 mm, besonders bevorzugt von 5 mm eingesetzt, um
einerseits Verblockungszustinde sicher zu vermeiden, andererseits aber das die
Raumzeitausbeute mindernde Volumenverhiltnis von Abscheider- und Bioreaktorraum

moglichst gering zu halten.

Bei der Dimensionierung der Kanallinge ist die Einhaltung laminarer Strémungs-
bedingungen (Re < 2300; Re = Reynolds-Zahl) zu beriicksichtigen. Bei einem Einbau in
einen Behilter richtet sich die Kanallinge nach der vertikal zur Verfligung stehenden
Behilter-Innenabmessung, bzw. nach dem in den Reaktoren zu realisierenden Fiillstinden.
Kurze Kanalldingen konnen aufgrund der reduzierten Druckverluste zu Verteilungs-
problemen fiihren, was insbesondere bei der Abnahme der Erntelosung aus dem oberen
Ringraum eine aufwindige Verteilungsvorrichtung zur Reduzierung der Abzugs-
geschwindigkeiten erfordern kann. Der dynamische Druck an der Abzugstelle sollte dabei
mindestens um das 5- bis 10- fache kleiner sein als der Druckverlust in den Kanélen.
Insofern sind Kanalldngen ab 0,1 m als technisch realisierbar anzusehen, wahrend Kanal-

langen von 0,2 m bis 5 m bevorzugt bzw. von 0,4 m bis 2 m besonders bevorzugt werden.

Die erfindungsgemalle Vorrichtung umfasst 2 bis 10° Kanile, bevorzugt 10 bis 100000,
besonders bevorzugt 100 bis 10000 Kandle.

Der Mantel des durch die Kanile gebildeten stehenden Hohlzylinders umfasst eine oder
mehrere Lagen an Kanidlen. Bevorzugt umfasst er 1 bis 100 Lagen, besonders bevorzugt -
insbesondere beim Inneneinbau in einen Bioreaktor — 1 bis 10 Lagen. Die Lagen kénnen
ringférmig oder spiralférmig umeinander angeordnet sein. Die Lagen konnen mit einem

Stator verbunden sein, der mechanischen Halt bietet.

Der Zylinder hat bei seinem Einbau in den Bioreaktor bevorzugt eine Héhe von 30 % bis
95%, besonders bevorzugt von 60% - 90% der Fiillhéhe des Bioreaktors. Dieser Einbau
erlaubt eine gerichtete Umstrémung des Zylinders. Die Umstrémung des Zylinders bietet
den Vorteil, dass die zylindrische Bioreaktorwand z.B. fir den Warmeaustausch oder zur
Unterbringung von Sensoren bei Einbau der Abscheidervorrichtung weiterhin genutzt

werden kann. Durch die Umlaufstromung wird aulerdem das Suspendieren von Partikeln
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herbeigefiihrt oder begiinstigt.  Giinstige Bodenformen des Bioreaktors besitzen
abgerundete Ecken oder werden als Klopper- bzw. Rundboden ausgefiihrt. Bei einer
bodennahen, zentrischen Gaszufuhr werden die sedimentierenden Partikel, z.B. die
mikrobiellen oder eukariotischen Zellen, durch die Umlaufstréomung zum Bodenzentrum
transportiert, wo sie von der durch die Begasung induzierten aufwirtsgerichteten
Stromung, ggf. unter Zuhilfenahme von Riihrsystemen erfasst und resuspendiert werden.
Unter den genannten Einbaubedingungen liegen giinstige Zylinderdurchmesser je nach der
unterzubringenden Abscheiderfliche bzw. der Anzahl der ring- oder spiralférmig
aufzubringenden Kanallagen bei 50-85% des Reaktordurchmessers. Es muss dabei
sichergestellt sein, dass die zwischen Bioreaktorwand und Stator befindliche Ringflache 5-
300% besonders bevorzugt 100% des Zylinderquerschnittes einnehmen kann. Auf diese
Weise wird sichergestellt, dass eine Umlaufstrémung ohne allzu grofle Reibungsverluste
mit hoher Effizienz induziert werden kann. Die erforderlichen Abscheiderflichen richten
sich nach den Sedimentationseigenschaften der Zellen sowie den angestrebten
Perfusionsraten und Zellkonzentrationen. Bevorzugte Perfusionsraten liegen im Bereich
zwischen 0,2 — 40 1/Tag, besonders bevorzugte zwischen 0,5 und 20 1/Tag. Bevorzugte
Abscheiderflachen pro Bioreaktorvolumen liegen je nach Sedimentationseigenschaften der
Zellen (abhingig von der Konzentration, Gré3e und Agglomerationsneigung der Zellen) im
Bereich zwischen 0,1 und 100 m* m® besonders bevorzugte zwischen 2 und 20 m*/m’.

Die nach auflen und nach innen gerichteten Mantelflichen des Zylinders sind bevorzugt
versiegelt, um das Eindringen von Zellen in die Kanalzwischenrdume und damit Fouling zu

verhindern.

Ein Zylinder im Sinne der vorliegenden Beschreibung wird von zwei parallelen, ebenen
Flichen (Grund- und Deckfliche) und einer Mantel- bzw. Zylinderfliche, die von
parallelen Geraden gebildet wird, begrenzt. Er entsteht durch Verschiebung einer ebenen
Leitkurve entlang einer Geraden, die nicht in dieser Ebene liegt. Dementsprechend kann
der durch die Kanile gebildete Zylinder verschiedene Formen aufweisen. Es kann sich z.B.
um einen Kreiszylinder, ein Zylinder mit elliptischer Grundflache oder ein Prisma, d.h. ein
Zylinder mit einem Vieleck (Dreieck, Viereck, Finfeck,...) als Grundflache handeln. Es
sind weitere Formen denkbar, wie z.B. die Anordnung der Kanile in Form ‘eines
Kegelstumpfes. Bevorzugt handelt es sich um einen Zylinder mit kreisformiger oder

elliptischer Grundfldche. Der Zylinder weist einen inneren Kanal auf (Hohlzylinder), der
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parallel zur Mantelfliche verlduft und bevorzugt dieselbe Querschnittsform wie die

Grundfliache besitzt.

Bevorzugt werden Rohre oder Schlduche als Kanile eingesetzt. Als Materialien kommen
z.B. Kunststoffe oder Metalle in Frage. Bevorzugt werden dem Fachmann bekannte
Kunststoffe wie Teflon, Silikonkautschuk (im folgenden kurz Silikon genannt),
Polyethylen oder Polypropylen eingesetzt. Es werden bevorzugt Materialien mit geringer
Neigung zum Anhaften von Biomasse fiir die Rohre oder Schliduche verwendet. Besonders
gut geeignet ist Silikon, da es sich sehr gut mit einer fiir Pharmaprozesse ausreichenden
Giite verarbeiten ldsst. AuBerdem ist es sauerstoffdurchlédssig, so dass sich eine
Sauerstoffversorgung bis zu einem gewissen Grad sogar innerhalb der Kanile realisieren
lasst. Dazu kann der AuBlenraum um die Kanidle mit sauerstoffhaltigem Gas gespiilt
werden. Dieses wird mittels einer Gaszu- und -ableitung in den Zwischenraum der Kanile,

d.h. zwischen der oberen und unteren Kanalfassung eingespeist.

Die erfindungsgemiBle Vorrichtung als Ganzes oder Teile der erfindungsgeméaBen
Vorrichtung sind zur Vermeidung der Reinigungsproblematik bevorzugt als Einwegartikel
ausgefiihrt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der erfindungsgemidBen Vorrichtung werden
Silikonschlduche als Kanile verwendet. Die Silikonschlduche sind bevorzugt zu Matten
miteinander verbunden und bis zum Erreichen der gewiinschten Abscheidefldche in einer
oder mehreren Lagen auf einen zylinderférmigen Stator gewickelt. Die Matten aus schrig
angestellten Schlduchen sind bevorzugt als Einwegelement ausgefiihrt, was den Aufwand
fiir die Bereitstellung eines nach den Pharmagrundsitzen gereinigten Riickhaltesystems auf

ein Minimum reduziert.

In einer bevorzugten Methode zur Herstellung der erfindungsgeméBen Vorrichtung wird
als Kanal ein Schlauch oder Rohr iiber einen Zylinder gewickelt. Die einzelnen Windungen
sind dabei bevorzugt eng aneinander anliegend. Es kénnen mehrere Lagen an Schlauch
oder Rohr iibereinander gewickelt werden, wenn in der Vorrichtung mehrere Lagen an
Kanilen erforderlich sind. Die einzelnen Windungen werden bevorzugt mechanisch z.B.
mittels Klebung miteinander verbunden. Die Lénge der spateren Kanile entspricht dem

Umfang der Windungen um den Zylinder. Vernachléssigt man die Ausdehnung der Kanile
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so ergibt sich die Kanallinge L aus dem Umfang U des Zylinders anndhernd nach Gl. 5 (#
= Kreiszahl).

3|

(Gl 5)

Die Zahl der Windungen ergibt die Zahl Z der spateren Kanile.

AnschlieBend wird das aufgewickelte Rohr oder der aufgewickelte Schlauch quer zu den
Windungen durchgetrennt. Dies erfolgt in einer Spirale um den Zylinder herum (siehe z.B.
Figur 3). Dabei ergibt die Steigung der Spirale den spéteren Winkel f der schrig stehenden
Kanile. Das Ergebnis ist eine Matte aus einer oder mehreren Lagen an schrig gestellten
Kanilen (siehe z.B. Figur 4). Die Matte kann an den schrigen Enden verbunden werden, so
dass ein Strumpf entsteht (Hohlzylinder). Dieser kann bei Bedarf auf einen Stiitzkorper
(Stator) aufgezogen werden (siche z.B. Figur 5). Wihrend die Unterseite der Kanile offen
bleibt, wird die obere Seite mit einem Halter derart verbunden, dass oberhalb der Kanile
ein Ringraum entsteht, in den beim Betrieb der Vorrichtung die durch die einzelnen Kanile

flieBenden Fliissigkeitsstrome zusammenlaufen.

Es empfiehlt sich, die Innen- und AuBenseite des Hohlzylinders nach auflen hin
abzudichten, um zu verhindern, dass Zellkulturlésung und Zellen in die Zwischenrdume
zwischen den Kanilen dringen und Fouling verursachen. Ebenso sollten die
Zwischenraume zwischen den Kanilen an der Unter- und Oberseite des Hohlzylinders
hermetisch verschlossen werden, um das Eindringen von Zellkulturldsung und Zellen zu
verhindern. Durch dieses spezielle Ausfilhrungsmerkmal des hermetisch abgedichteten
KanalauBenraums ist es moglich, diesen Raum mit sauerstoffangereichertem Gas zu
spilen. Durch Verwendung von sauerstoffdurchlissigen Materialien fir die Kanile,
bevorzugt von Silikon, konnen die zuriickgehaltenen Zellen im Abscheiderraum mit

Sauerstoff versorgt werden.

Gemil einer weiteren bevorzugten Herstellungsmethode wird die erfindungsgemaéfle
Vorrichtung aus einer profilierten Folie gebildet (siehe z.B. Figur 6). Eine profilierte Folie
weist bevorzugt eine glatte Seite und eine Seite mit einer Folge von Stegen und Rinnen in
gleichbleibenden Abstinden auf. Kanile bilden sich bei der spiralférmigen oder

schalenférmigen Wicklung der Folie in einer oder mehreren Lagen z.B. auf einen Stator.
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Dabei werden die Rinnen zur offenen Seite hin jeweils durch die glatte Seite einer

benachbarten Lage bzw. durch die Wand des Stators verschlossen.

Die Geometrie der Kandle wird durch das Verhéltnis von Steghdhe hs zur Kanalbreite b
festgelegt. Technisch realisierbare hs/b- Verhiltnisse liegen je nach Beschaffenheit
(Formbarkeit, Elastizitdt, Tiefziehvermdgen) zwischen 0,33 bis 5. Hierbei ist zu beachten,
dass beide Abmessungen hs und b jeweils groBler als oder gleich 3 mm, bzw. bevorzugt
grofler als oder gleich 5 mm sein sollten. Bevorzugte hs/b — Verhiltnisse liegen bei 0,5 bis
3. Die Stegbreiten bs werden durch die mechanische Stabilitit des Folienmaterials
bestimmt. Die Stegbreiten bs sollten mdglichst klein sein, um hohe Abscherflachen pro
Abscheidervolumen zu ermdéglichen. Gleichzeitig sollten sie nicht zu gering gewdhlt
werden, um eine kraftschliissige Vermindung mit der unteren Lage ohne Formveranderung

erlauben zu koénnen.

Bei der spiralformigen Aufwicklung werden rampenartige An- und Abschliisse an die
Matten benétigt, um an den Ubergingen eine axiale Abdichtung zwischen Fermenterraum

und Abzugsraum zu erreichen.

Bei einer schalenartigen Aufwicklung kann es zur Vergroflerung der Stabilitdt der Einzel-
lagen sinnvoll sein, von Lage zu Lage die Richtung der Kanile abwechselnd zwischen
einem positiven und negativen Anstellwinkel zu vertauschen. In einer Ausfithrungsform
der erfindungsgemifien Vorrichtung werden Matten mit schrig angeordneten Kanilen
daher schalenartig angeordnet, wobei jede Schale durch eine zu einem Hohlzylinder
geformte Matte gebildet wird und die einzelnen Matten gegeniiber ihren benachbarten
Matten um 180° gegeniiber einer der Langsachsen der Matte gedreht sein konnen. In einer

bevorzugten Ausfihrungsform ist die Matte jeder zweiten Schale um 180° gedreht.

Die profilierte Folie kann durch Formgebung unmittelbar bei der Folienherstellung oder
durch (z.B. klebetechnische) Verbindung einer gepréagten, heil3 oder kalt verformten Folie
mit einer glatten Folie erfolgen. Die Materialeigenschaften der geprégten und glatten Folie
konnen auf ihre unterschiedliche Funktionalitit (gute Gleiteigenschaften und Formstabilitét
der geprigten Folie, gute Dichteigenschaften der glatten Folie) hin optimal, d.h. durch
Wahl eines geeigneten, dem Fachmann bekannten Werkstoffes mit entsprechender

Oberflachengiite, angepasst werden.



10

15

20

25

30

WO 2009/152990 PCT/EP2009/004200
13

Da bei der Herstellungsmethode unter Verwendung von Folienkanédlen eine Vorrichtung
entsteht, bei der eine Umspiilung der Kanile mit Gas und ein dadurch induzierbarer
Stofftransport nur mit groBerem Aufwand zu realisieren wére, sind Vorrichtungen dieses

Typs bevorzugt fiir die Verwendung auflerhalb eines Bioreaktors vorgesehen.

Die beschriebenen Verfahren erlauben die einfache und kostengiinstige Herstellung einer
Vorrichtung zur Riickhaltung und Riickfiihrung von Zellen. Durch die Wahl des Zylinders,
um den das Rohr oder der Schlauch gewickelt wird, die Zahl der Windungen, den
Windungsabstand, die Zahl der Lagen und die Steigung der Schnittspirale lasst sich die
Geometrie der spateren Vorrichtung einfach und genau festlegen. Ebenso ldsst sich die
Geometrie der spiteren Vorrichtung einfach und genau durch die Wahl der perforierten

Folie und die Zahl der Wicklungen (Lagen) festlegen.

Die beschriebenen Verfahren erlauben insbesondere die kostengiinstige Herstellung von
Einwegelementen, durch deren Einsatz der Aufwand fiir die Bereitstellung eines nach den

Pharmagrundsitzen gereinigten Riickhaltesystems auf ein Minimum reduziert werden kann.

Die erfindungsgemifle Vorrichtung ldsst sich einfach innerhalb oder aufBlerhalb eines
Bioreaktors anschlieflen und betreiben. Der Anschluss, der Betrieb und die Wartung sind
problemlos. Die Ausfiihrung der erfindungsgeméflen Vorrichtung oder Teile der

erfindungsgeméfen Vorrichtung als Einwegelement eliminiert Reinigungsprobleme.

Die Verwendung der erfindungsgemafen Vorrichtung innerhalb eines Bioreaktors reduziert
die Ausbildung von Temperatur- und Dichtegradienten innerhalb der Absetzzone, so dass
unerwiinschte Konvektionsstrome und ein damit verbundener negativer Einfluss auf die
Effektivitdt der Zellriickhaltung zuverlassig vermieden werden kénnen. Auch reduziert die
Anordnung innerhalb des Bioreaktors gegeniiber beispielsweise der externen Anordnung
eines Schrigkanal-Platten-Abscheiders die Komplexitit und das Fehlerrisiko der Gesamt-

installation.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Abscheidereinrichtung daher innerhalb
eines Bioreaktors verwendet. Dort teilt sie die Fermentationszone in zwei Bereiche, in

einen zylindrischen Innenraum und in einen ringférmigen Auflenraum.

Bevorzugt wird die erfindungsgemifle Vorrichtung mit Mitteln zur Erzeugung einer

Umlaufstromung kombiniert. Die Umlaufstromung fordert die Zellkulturlosung mit den
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darin enthaltenden Zellen durch den zylindrischen Innenraum entlang der Auflenfliache der
zylinderféormigen Vorrichtung durch den ringformigen Auflenraum und wieder durch den
zylindrischen Innenraum. Geeignete Mittel zur Erzeugung der Umlaufstromung sind
beispielsweise mechanische Rithrer oder Begasungssysteme. Besonders bevorzugt wird die
Umlaufstromung mittels eines Systems zur feinblasigen Begasung realisiert, so dass tiber
die Blasenbegasung sowohl der Sauerstoffeintrag realisiert als auch ein natiirlicher Umlauf
zwischen beiden Fermentationsbereichen induziert werden kann, ohne dass ein zuséitzliches
Rithrorgan verwendet werden miisste. Auf diese Weise fiihrt der beschriebene,

hochintegrierte Reaktor zu zahlreichen Vorteilen fiir die Zellkulturfermentation:

e Der Umlaufreaktor ist scherarm und verfigt iiber ein ausgezeichnetes

Vermischungs- und Gasversorgungsverhalten.

e Durch die Schlaufenstromung kann trotz des Abscheidereinbaus die Reaktor-
wand weiterhin fiir Warmeaustausch genutzt werden, so dass eine Integration in

bestehende Fermentationsanlagen sichergestellt ist.

e Durch die Installation einer skalierbaren (d.h. proportionale Vergréflerung des
Abscheidervolumens mit dem Bioreaktorvolumen) Riickhaltefliche innerhalb
des Bioreaktors entfallt die Kopplung von Bioreaktor und Abscheider nach der
Autoklavierung, die mit einem erhéhten Infektionsrisiko behaftet ist. Auflerdem
kann auf simtliche zelltransportierende Pumpen sowie auf zahlreiche externe
Schlauchleitungen verzichtet werden. Dies hat u.a. eine Vermeidung der
Temperaturwechsel zwischen gekiihlter Abscheiderzone und  wieder
aufgeheizter Fermentationszone, eine Reduzierung der Scherbeanspruchung und

eine Vergroflerung der Prozessrobustheit zur Folge.

e Die im Gegenstrom zum Emtestrom aus dem Abscheider in den Bioreaktor
zuriickrutschenden Zellen werden mit der Umlaufstrémung unverziiglich und
ohne zusitzliche Pumpen besonders scherarm in den gut versorgten Teilbereich

des Bioreaktors zuriicktransportiert.

In einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform ist ein Bioreaktor in Kombination mit
der erfindungsgeméfen Vorrichtung als Air-Lift-Bioreaktor ausgefiihrt (vgl. z.B. EP 0 227

774 B1), in welchem das Gas wie zum Beispiel Luft in einen aufwirts gerichteten Teil des
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Bioreaktors, in der Fachwelt auch als Riser bekannt, eingeleitet wird. Vorzugsweise findet
eine feinblasige Begasung statt, wobei der Einsatz von Tensiden zu Vermeidung von
Schaum sowie zur Fernhaltung der Zellen von scherintensiven gasformigen Grenzflichen
hilfreich sein kann. Der Riser steht an dessen oberen und unteren Ende mit dem oberen und
unteren Ende eines weiteren, aufwirts gerichteten Teils des Bioreaktors in Verbindung, in
der Fachwelt als Downcomer bekannt. Eine weit verbreitete Variante des im Wesentlichen
zylindrischen Air-Lift-Bioreaktors beinhaltet ein zentral angeordnetes zylindrisches
Leitrohr, welches den Air-Lift-Bioreaktor in einen Auftriebsteil (Riser) innerhalb des
Leitrohres und einen Abtriebsteil (Downcomer) im Ringraum zwischen dem Leitrohr und
der Behilteraulenwand des Air-Lift-Bioreaktors teilt. Genauso gut kann sich der
Auftriebsteil im Ringraum zwischen dem Leitrohr und der Behélteraulenwand und der
Abtriebsteil innerhalb des Leitrohrs befinden. Die Zufuhr von beispielsweise mit Sauerstoff
angereichertem Gas am unteren Ende des Risers vermindert die mittlere Dichte der
Suspensionskultur im Riser, was zu einer aufwirts gerichteten Fliissigkeitsstromung im
Riser fuhrt, welche in der Folge den Flissigkeitsinhalt des Downcomers ersetzt, der
wiederum zum unteren Ende des Risers zurtickstromt. Auf diese Art und Weise wird eine
Flissigkeitszirkulation erzeugt, welche die Suspensionskultur ausreichend vermischt und
die Zellen in Schwebe, d.h. in freier Suspension hilt. Der Vorteil eines solchermaflen
geriihrten Bioreaktors liegt darin, dass bei ausreichender Versorgung der Zellen mit im
Nihrmedium gelGstem Sauerstoff und ausreichender Entsorgung des bei der Veratmung
entstehenden Kohlendioxids keine bewegten Teile wie ein mechanischer Rithrer notwendig
sind. Die Querschnittsflichen des Risers und des Downcomers sind im Wesentlichen die

gleichen.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform bildet die erfindungsgeméfle Vorrichtung
ein Leitrohr zwischen Downcomer und Riser eines kontinuierlich betriebenen Air-Lift-Bio-
reaktors. Indem die erfindungsgemifle Vorrichtung von Suspensionskultur vergleichbarer
Temperatur umstrémt wird, werden Stromungsphidnomene der freien Konvektion

vermieden.

Eine weitere bevorzugte Ausfiilhrungsform ist die rdumlich getrennte Anordnung von
Fermentationszone und Abscheiderzone, d.h. die erfindungsgeméfle Vorrichtung wird
extern an den Bioreaktor angeschlossen. Die Versorgung des Abscheiders wird durch
mindestens zwei Pumpen, bevorzugt scherarmen Schlauchpumpen sichergestellt. Die

Pumpen ermdglichen die Entnahme der Zellkulturlosung aus dem Bioreaktorraum, deren
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Zuleitung nach Kiihlung tiber einen Wiarmeaustauscher zum Absetzapparat, die Entnahme
des Erntestroms aus dem Absetzapparat und den Riicktransport des Konzentratstroms zum

Bioreaktor.

Die zur Kiihlung des Fermentationsmediums erforderliche Kiihlvorrichtung kann in das
Gehiuse des bevorzugt als Einwegelement ausgefiihrten Abscheiders integriert und damit
ebenfalls als Einwegelement ausgefiihrt werden, so dass auch der fiir diese essentielle

Vorrichtung erforderliche Reinigungsbedarf entfillt.

Ein Perfusionsreaktor bestehend aus Bioreaktor und interner oder externer Riickhalte-
einrichtung kann in bekannter Weise betrieben werden. Ndhrmedium wird kontinuierlich
zugefiihrt, und zellarmer Zellkulturiiberstand wird kontinuierlich abgefithrt. Der
Perfusionsreaktor kann bei hohen Perfusionsraten ¢/V (Mediendurchsatz g pro Bioreaktor-
volumen ¥) betrieben werden, wenn dies biologisch sinnvoll ist und eine ausreichende

Abscheiderflache zur Verfligung gestellt wird.

Ebenso kann ein Bioreaktor mit interner oder externer Riickhaltevorrichtung derart
betrieben werden, dass man eine Kultur zunachst absatzweise hochwachsen ldsst. Wenn
das Medium so weit verbraucht ist, dass kein nennenswerter Aufbau von Biomasse mehr
moglich ist, zieht man iiber die interne oder externe Riickhaltevorrichtung Kulturiiberstand
ab, der nahezu frei von Biomasse ist. Den im Bioreaktor gewonnen Raum kann man dann
nutzen, um frisches Ndhrmedium zuzufiihren, wodurch weiteres Wachstum und damit eine
hohere Gesamtbiomasseproduktivitdt ermdglicht werden. Dieses Verfahren bietet sich zum
Beispiel fir Vorkulturen an, mit denen sehr gro3e Bioreaktoren angeimpft werden sollen,

da es die Produktivitat bestehender Vorkulturreaktoren erh6hen kann.

Der Bioreaktor kann zur Ziichtung von Zellen eingesetzt werden, die in vitro und in freier
Suspension oder auf Microcarriern wachsen. Zu den bevorzugten Zellen, gehdren
Protozoen sowie adhidsive und nicht-adhdsive eukariotische Zellen menschlichen,
tierischen oder pflanzlichen Ursprungs, die z.B. durch gentechnische Veranderung befdhigt
sind, spezielle pharmazeutische Wirkstoffe wie Viren, Proteine, Enzyme, AntikSrper oder
diagnostische Strukturen zu produzieren. Besonders bevorzugt werden fiir die
pharmazeutische Hochleistungsproduktion geeignete Zellen verwendet, zum Beispiel

Ciliaten, Insektenzellen, Baby Hamster Kidney (BHK) Zellen, Chinese Hamster Ovary
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(CHO) Zellen, HKB-Zellen (durch die Fusion von humaner HEK 293-Zelllinie mit der
humanen Burkitt Lyphomzelllinie 2B8 entstanden) oder Hybridoma Zellen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Riickhaltung und
Riickfihrung von Zellen in einem durchstromten Gefal. Dem Gefafl wird kontinuierlich
oder absatzweise frisches und/oder aufbereitetes Medium zugefiihrt und gebrauchtes
Medium durch die Vorrichtung zur Riickhaltung und Riickfilhrung der in dem Gefal3
befindlichen Zellen abgefiihrt. Die Vorrichtung besteht aus einer Vielzahl von schrig
angeordneten Kanélen, die einen stehenden Hohlzylinder bilden und gegeniiber der
Lingsachse des Hohlzylinders um einen Winkel £ zwischen 10° und 60°, bevorzugt um
einen Winkel S zwischen 15° und 45°, besonders bevorzugt um einen Winkel zwischen

25° bis 35° geneigt sind.

In den schrdg gestellten Kanilen herrscht bevorzugt eine Stromungsgeschwindigkeit,
welche die Wahrung laminarer Strémungszustinde geméfl Re < 2300 gestattet, womit eine
effizienzmindernde Resuspendierung der abgeschiedenen Zellen gegen das Erdschwerefeld

vermieden wird.

Die Reynolds-Zahl Re kann nach Gl. 6 aus der iiber den Querschnitt gemittelten
Stromungsgeschwindigkeit w, der kinematischen Viskositit v des stromenden Mediums

und dem Innendurchmesser d eines Kanals berechnet werden:
Re=(w-d/v) (Gl 6)

In diesem Fall herrscht an den Kanalinnenwinden eine geringere Strémungsgeschwindig-
keit als in den Kanalmitten. Die Zellen sedimentieren in den Kanélen und rutschen an der
Unterseite der Kanile entgegen der Stromungsrichtung den unteren Kanalenden entgegen.
Bevorzugt herrscht in dem Gefaf3 eine Umlaufstromung, welche die Zellen an den unteren
Kanalenden mitreift und im Gefal} verteilt. Die Umlaufstromung verlduft bevorzugt als
Schlaufenstromung um die Innen- und die Auflenfliche des stehenden Hohlzylinders aus
Kandlen herum. Das erfindungsgemifle Verfahren wird daher bevorzugt mit einer
Umlaufstromung im kontinuierlich durchstréomten Gefdfl kombiniert. Die von den Zellen
befreite Zellkulturlosung wird durch die Kanile in einen Ringraum, der oberhalb der
Kanile angeordnet ist, und schlieflich aus dem Gefal3 befordert.
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Das erfindungsgemifle Verfahren kann innerhalb eines Bioreaktors ausgefiihrt werden.
Hierbei werden die Zellen innerhalb des Bioreaktors zuriickgehalten. Im Bioreaktor und in
der Abscheiderzone liegen einheitliche Temperaturen vor, so dass Konvektionsstromungen
im Abscheider ausgeschlossen sind. Unter diesen Bedingungen sind die Zellen andererseits
jedoch auch in der Lage, ihren Stoffwechsel fortzusetzen und Sauerstoff zu veratmen.
Durch die Spiilung des AufBenraums der Vorrichtung mit einem mit Sauerstoff
angereicherten Gas, kann der Sauerstoffzehrung entgegengewirkt und deren biologische
Folgen gemildert werden. In diesem Fall diffundiert der Sauerstoff durch die
sauerstoffdurchldssigen Kanalwinde in den Strémungskanal, der zumindest in den unteren
Kanalquerschnitten, im Bereich hoher Zellkonzentration also, durch die dort intensiv
ablaufenden Einlauf- und Sedimentationsvorginge als relativ gut durchmischt angesehen
werden kann. Die in diesen Bereichen befindlichen abrutschenden Zellen haben nur eine
geringe Aufenthaltszeit im System, so dass auch eine kurzzeitige Unterschreitung der
optimalen Versorgungskonzentration von den Zellen zumeist unbeschadet iiberstanden
wird. Die Zellenversorgung in den oberen Kanalquerschnitten ist aufgrund der zum Teil
sehr langen Verweilzeiten von 10 — 45 Minuten erheblich kritischer, so dass sich eine

Sauerstoffversorgung in diesen Bereichen als besonders hilfreich erweisen kann.

Das erfindungsgemifle Verfahren kann auch auBlerhalb eines Bioreaktors ausgefiihrt
werden. Hierzu wird die Zellkulturlésung mit Zellen aus dem Bioreaktor in ein Gefdf3
befordert, in dem eine Vielzahl von schrag gestellten Kanidlen in Form eines stehenden
Hohlzylinders angeordnet ist. In diesem Gefall erfolgt die Trennung von Zellen und
Zellkulturlosung, in dem die Mischung durch die Kanile befordert wird, wo die Zellen
sedimentieren, entgegen der Stromungsrichtung zum Ende der Kanile rutschen und
schlieBlich in eine Absetzzone gelangen, aus der sie wieder zuriick in den Bioreaktor
befordert werden kénnen. Bevorzugt werden die Zellen in dem externen Gefaf3 gekiihlt, um
den Stoffwechsel zu verlangsamen und somit einer produktivititsmindernden
Unterversorgung der Zellen entgegenzuwirken. In gekiihlter Suspension ist eine
Sauerstoffversorgung der sedimentierenden Zellen durch Spiilung der Kanile von auf3en
nicht zwangslaufig erforderlich. Zumeist ist eine Abkiithlung der Zellkulturlosung auf die
Umgebungstemperatur der Abscheider vollig ausreichend, so dass neben dem gewiinschten

Stoffwechseleffekt Konvektionstromungen sicher vermieden werden.

Das erfindungsgemifle Verfahren erlaubt die effektive Riickhaltung und Riickfiihrung von

Zellen in einem kontinuierlich durchstromten Gefdl. Bei der Riickhaltung und
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Riickfihrung wirken auf die Zellen nur moderate Scherkrifte, die zumeist von den Zellen
gut vertragen werden. Die Zellen werden in den Kanilen auf Fermentationstemperatur oder
einem erniedrigten Temperaturniveau gehalten und die Versorgung mit Néhrstoffen ist
gegeben. Der Stoffaustausch ldsst sich bei Bedarf durch zusitzliche Begasung der

Zwischenrdume der Kanile oder der Auflenseiten der Kanéle optimieren.

Ebenso erlaubt das Verfahren die Riickhaltung und Riickfiihrung von Zellen in einem
GefaB3, in dem durch kontinuierlichen oder diskontinuierlichen Medientausch hdéhere
Zelldichten erreicht werden sollen als in einem absatzweisen Kulturprozess ohne
Medientausch. In dieser Weise kann das Verfahren vorteilhaft verwendet werden, um die
Produktivitit von Vorkulturreaktoren zu steigern, deren Biomasse fiir das Animpfen von
sehr groBen absatzweise betriebenen Bioreaktoren verwendet wird. Aulerdem kann das
Verfahren die Einsatzmoglichkeiten von Fed-Batch Fermentern erweitern, in dem die
Biomasse bei der Produkternte aufgefangen wird, um in einem sogenannten Repeated Fed-

Batch Modus einen neuen Fermenter zu beimpfen .

Im Folgenden werden Ausfithrungsbeispiele der Erfindung anhand von Zeichnungen naher
erlautert ohne die Erfindung hierauf zu beschrinken.

Fig. 1 zeigt schematisch eine Ausfiihrungsform der erfindungsgemédflen Vorrichtung.
Kanile (10) mit einem runden Querschnitt bilden einen hohlen Kreiszylinder (20). Der
Mantel des Kreiszylinders umfasst eine Lage an schrig angeordneten Kanilen. Die Kanile
sind in einem Winkel £ gegeniiber der Langsachse des Kreiszylinders gekippt. Im Betrieb
ist die Lingsachse bevorzugt identisch mit der Richtung der Schwerkraft. Fig. 1(a)
Seitenansicht; Fig. 1(b) Ansicht eines Querschnittes entlang der gestrichelten Linie durch

den Zylinder (20) in Fig. 1(a) von oben bzw. unten.

Fig. 2 zeigt schematisch die Verhéltnisse der Zellseparation in einem Kanal (10) mit
rundem Querschnitt. Der Kanal (10) wird von unten mit der Zellsuspension beaufschlagt
(1). Der Emtestrom (2) wird am oberen Ende des Kanals abgezogen. Das Zellretentat (3)
sedimentiert an der Unterseite des Kanals und rutscht entgegen der Stromungsrichtung dem

unteren Kanalende entgegen.

Fig. 3 zeigt schematisch eine Methode zur Herstellung einer Matte aus schrig

angeordneten Kanidlen. Ein Rohr oder Schlauch (200) wird iber einen Zylinder (300)
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gewickelt. Dabei liegen zur Unterbringung mdglichst grofler Abscheiderflichen auf
kleinem Raum die Windungen eng aneinander an. Die Windungen werden bevorzugt
miteinander mechanisch verbunden, um beim spiteren Schneiden die Beibehaltung der
Kanalausrichtung zu gewihrleisten. Dazu kénnen die Kanile punktuell oder flichig direkt
oder tiber die ZylinderauBlenfliche mittels einer Tragerschicht, z.B. einem Gewebe oder
Vlies, miteinander verbunden werden. Eine bevorzugte Verbindung erfolgt iiber
Verklebung. Als Kleber eignen sich die dem Fachmann bekannten, auf die Material- und
Oberflicheneigenschaften der Kanile abgestimmten Klebekomponenten. Im Falle eines
Silikonschlauches wird bevorzugt Silikonkleber verwendet, der in den geforderten FDA-
Giiteklassen im Markt zur Verfiigung steht. Bei der Verklebung ist darauf zu achten, dass
die Schlduche nicht dichtend miteinander verbunden werden, um eine Gasumstrémung der
gasdurchlissigen Kanile zu erlauben. Nach der Verklebung wird entlang der spiralférmig
um den Zylinder verlaufenden, gestrichelten Schnittlinie (210) die Schlauchmatte
aufgetrennt und vom Zylinder abgezogen. Das Ergebnis ist eine Matte aus schrig

angeordneten Kanilen, wie in Fig. 4 gezeigt.

Fig. 4 zeigt schematisch eine Matte (220) aus schrig in einem Winkel # zu einer
gedachten Linie entlang der Kanalunterseiten angeordneten Kanidlen (10) mit rundem
Querschnitt. Eine solche Matte (220) ist erhéltlich nach einem in Figur 3 gezeigten und in
der Beschreibung zur Figur 3 dargelegten Verfahren. Die schrigen Langsseiten (230, 231)
konnen miteinander verbunden werden, um eine Lage der Abscheiderkandle der
erfindungsgeméfen Vorrichtung zur Riickhaltung und Riickfiihrung von Zellen zu erhalten.
Zur Flichenvergroferung konnen mehrere Lagen schalenartig entlang ihrer Lingsseiten
(230, 231) aufeinander aufgeklebt werden. Ebenso ist es moglich, die Matte zu mehreren
Lagen spiralférmig iibereinander aufzuwickeln. Dabei entsteht in beiden Fillen ein
Strumpf (Hohlzylinder (20)) mit einer oder mehreren Lagen an schrdg angeordneten
Kanilen (10) (siehe z.B. Fig. 1, Fig. 5). Dieser kann auf einen mechanischen Stiitzkoérper

(Stator) aufgezogen werden.

Fig. 5 zeigt schematisch die Unterseite einer erfindungsgeméflen Vorrichtung in
perspektivischer Darstellung. Eine Lage an Kanédlen mit rundem Querschnitt (10) ist um
einen Schlauchstator (5) angeordnet. Die Kanédle sind um einen Winkel £ gegeniiber der

Langsachse des Hohlylinders (20) gekippt.
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Fig. 6(a) zeigt ein Beispiel einer profilierten Folie (250). Die Folie weist in einem

gleichbleibenden Abstand eine Folge von Rinnen (251) und Stegen (252) auf.

Fig. 6(b) zeigt einen Querschnitt durch die Folie aus Fig. 6(a) entlang der Linie B-B. Die
Folie kann zu Matten geschnitten werden. Eine solche Matte sieht im Querschnitt
beispielhaft so aus wie der Folienabschnitt in Fig. 6(b). Die Matten konnen fldchig
ibereinander gelegt und miteinander verbunden werden, wobei die Stege (252) einer Matte
mit der glatten Unterseite einer dariiberliegenden Matte so verbunden werden, dass die
Rinnen Kanile bilden, die entlang der Stege geschlossen sind. Die verbundenen Matten
koénnen dann zu einem stehenden Hohlzylinder geformt und an den Seiten analog zu dem
Beispiel aus Fig. 4 verbunden werden. Ebenso ist es moglich, die profilierte Folie in einer
oder mehreren Lagen um einen Stator zu wickeln. Hierbei werden die Rinnen (251) zur
offenen Seite hin jeweils mit einer benachbarten Lage bzw. mit der Wand des Stators unter

Ausbildung von Kanilen verschlossen.

Bei einer Folie des Typs aus Fig. 6(a) und (b) ergeben sich Kanile mit einem rechteckigen
Querschnittsprofil. Ebenso ist es denkbar, Folien mit anderen Profilen zu verwenden. In
Fig. 6(c) ist z.B. eine Folie mit einem halbrunden Rinnenprofil gezeigt. Hierdurch ergeben

sich entsprechend andere Kanalgeometrien.

Fig. 7(a) zeigt beispielhaft eine profilierte Folie als Verbund aus einer geprigten Folie
(260) und einer glatten Dichtfolie (265), die mittels Kleber (270) verbunden werden.

Fig. 7(b) zeigt die Verbindung dreier profilierter Folien (250), wobei jeweils die glatte
Unterseite einer Folie mit den Stegen der darunterliegenden Folie verbunden wird, damit

sich eine Vielzahl von nebeneinander angeordneten Kandlen (10) ergibt.

Fig. 8 zeigt eine Ausfihrung der erfindungsgeméfen Vorrichtung im Querschnitt senkrecht
zur Lingsachse des durch Kanile (10-1, 10-2) gebildeten Hohlzylinders. Der Hohlzylinder
mit kreisformiger Grundfldche umfasst zwei ringformig angeordnete Lagen an Kandlen mit
rundem Querschnitt ((10-1) = Kanal in der ersten Lage, (10-2) = Kanal in der zweiten
Lage). Nach auflen und innen ist der Hohlzylinder bevorzugt durch einen Mantel (auflen
(13), innen (14)) abgedichtet, damit keine Zellen in die Zwischenrdume (15) zwischen den

Kanilen (10-1, 10-2) gelangen und Fouling verursachen.
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In Fig. 9 wird der Einbau des Zellriickhaltesystems (400) exemplarisch in einen
blasenbegasten Bioreaktor (100) im Querschnitt gezeigt. Das Zellriickhaltesystem umfasst
schrig angeordnete Kandle (10), die um einen Schlauchstator (5) in mehreren Lagen
angeordnet sind. In der Zeichnung sind die Kanile (10) aus zeichnerischen Griinden
vertikal eingezeichnet. Erfindungsgemal sind sie jedoch gegeniiber der Lingsachse des
Schlauchstators (5) gekippt. Die iiber den Gasverteiler (40) erzeugten vorzugsweise
mikrofeinen Gasblasen sorgen fiir einen natiirlichen Umlauf zwischen der aufwirts
durchstromten, begasten, im gezeigten Beispiel zentrischen Reaktorzone (51) und der
unbegasten abwirts durchstromten wandnahen Reaktorzone (52). Auf diese Weise ist
neben dem Sauerstofftransport gasformig-flissig fir eine gute Durchmischung des
Reaktors gesorgt. Der Erntestrom (2) wird nach der Zellseparation im Zellriickhaltesystem
(400) am Kopfstutzen des Bioreaktors (100) abgenommen. Die im Zellriickhaltesystem
(400) abgeschiedenen Partikel werden mit der Umlaufstrtémung in das begaste
Reaktorzentrum zuriicktransportiert. Eine Sedimentation im Reaktor wird durch die
Umlaufstromung gleichfalls wirkungsvoll verhindert. Das Abgas wird tiber Stutzen (42)
am Kopf des Reaktors abgefiilhrt. Die Begasung des Auflenraums um die
Abscheiderschlduche erfolgt mittels der mit dem Zellriickhaltesystem (400) verbundenen
Gaszu- und -ableitungen (21) und (22). Weitere Zu- und Ableitungen zum/vom
Schlaufenreaktor (100) sind die Medienversorgung (30) und die Temperiermittelzu- (61)
und ableitung (62) in einen Doppelmantel (60) zur Temperierung des Bioreaktors (100).

Fig. 10 zeigt die Anordnung der Kanile (10) in Form von Schlduchen, die zu mehreren
Lagen (Schlauchmatten) gewickelt sind und in eine untere Verbundstelle (11) und eine
obere Verbundstelle (12) eingefasst sind. In der Zeichnung sind die Kanidle (10) aus
zeichnerischen Griinden vertikal eingezeichnet. Erfindungsgemil sind sie jedoch
gegeniiber der Langsachse des Schlauchstators (5) gekippt. Das die Verbundstellen (11)
und (12) bildende Material ist z.B. ein dem Fachmann bekannter flexibler Klebstoff, z.B.
bevorzugt auf Silikonbasis, das die bevorzugt aus Silikon hergestellten Schliduche, die die
Kanile (10) bilden, dicht umschliefit und das in beiden radialen Richtungen zur Innen- und
AuBenseite glatte Abdichtflachen bereitstellt. Mit Hilfe der Abdichtflichen ldsst sich eine
Dichtwirkung gegen den Schlauchstator (5) sowie gegen den Mantel (13) realisieren. Der
Mantel (13) wird mit dem iiber die Schlauchmatten hinausragenden Kragen gegen das mit
dem Schlauchstator (5) verbundene Kopfelement (27) gedichtet. Durch die in Fig. 8

gezeigte gedichtete Konstruktion wird sichergestellt, dass sich der Raum um die Schlauche
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nicht mit Flissigkeit fillt. In einer bevorzugten Anordnung wird dieser Zwischenraum
zwischen den Schlduchen mit einem sauerstoffangereicherten Gas gespiilt, um die
Sauerstoffversorgung der sedimentierten Zellen wihrend des Sedimentationsprozesses zu
verbessern. Das Kopfteil (27) ist mit dem Schlauchstator (5) Uber eine Schrige (28)
verbunden, die eine Ablagerung von Zellen verhindern soll. Die in die Schrige (28)
eingeschweifiten Erntestutzen (22) miinden in einem Ringraum (24) knapp oberhalb der
Kanile (10). Um bei begrenzter Anzahl von Ermntestutzen eine giinstige Flissigkeits-
verteilung zu gewihrleisten, empfiehlt sich z.B. eine tangentiale Strémungsfihrung, eine

fraktale Stromungsverteilung oder der Einbau von Prallplatten (25).

In Fig. 11 ist das klassische Verfahrensschema bei externer Anordnung des in die
Abscheidereinrichtung (110) integrierten Zellriickhaltesystems (400) gezeigt. Um die
respiratorische Aktivitit der Zellen im Bioreaktorablauf zu reduzieren, wird dessen
Temperatur méglichst unmittelbar nach dem Abzug in einer Kiihlvorrichtung (90) auf ein
niedrigeres Niveau abgesenkt. Auf diese Weise wird verhindert, dass die Zellen im
Zellriickhaltesystem (400) zu lange in einem Sauerstoff-limitierten Zustand verweilen, was
die Zellen physiologischen beschiddigen koénnte. Im gezeigten Bespiel besteht der
Abscheider (110) aus einem Zellriickhaltesystem (400) und der integrierten Kiihl-
vorrichtung (90). Die Fliissigkeitsstrome zwischen Bioreaktor (100) und Abscheider (110)
werden durch die scherarmen Pumpen (91) und (92) eingestellt. Andere Verschaltungen,
z.B. die Positionierung von einer der beiden Pumnpen (91) und (92) im Bioreaktorablauf,

wiren ebenso denkbar.

In Fig. 12 ist der in das Gehéduse (80) integrierte Abscheider (110) aus Zellriickhaltesystem
(400) und Kiihlvorrichtung (90) dargestellt. Die Zellkulturlésung (1) wird iiber das ggf. zu
entliiftende Fallrohr (72) unterhalb des Zeliriickhaltesystems (400) in den Abscheider
gekiihlt eingeleitet. Die Kiihlung erfolgt entlang des Steigrohrs (77) in dem die
Kiuhlflissigkeit im Gegenstrom zur abwirts flieBenden Zellkulturlésung emporsteigt. Flir
einen besonders guten Wiarmetransport und somit eine kompakte Bauweise des Kiihlers
sorgen die niedrige Wandstirke des Steigrohres (77), eine hohe Geschwindigkeit des
Kihlmediums im Spalt zwischen Steig- und Tauchrohr (76) und (77) sowie ein wendel-
formiger Stromungseinbau fiir die Zellkulturlosung zwischen dem Fallrohr (72) und
Steigrohr (76). Vor dem Eintritt in den Konus empfiehlt es sich, die Geschwindigkeit der
Zellkulturlésung zu reduzieren, um ein Wiederaufwirbeln der konzentrierten, bereits

abgeschiedenen Zellmasse zu verhindern. Um grofe Eintrittquerschnitte zu gewahrleisten,
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sollte die Kiihlvorrichtung nicht bis in den Einlaufbereich heruntergezogen werden. Je nach
Geschwindigkeit empfiehlt sich der zusitzliche Einbau einer Prallplatte (74). Nach dem
Zurtickrutschen des Zellsedimentes aus dem Zellriickhaltesystem (400) in den Konus (70)
kann das Zellretentat (3) an der Konusspitze abgefiihrt werden. Konuswinkel von 20°-70°
haben sich als anwendbar erwiesen. Um eine zu grofle Bauhdhe zu verhindern, sollte ein
moglichst kleiner Konuswinkel bevorzugt werden, mit dem Verstopfungszustinde jedoch
sicher vermieden werden konnen. Daher gehéren Konuswinkel von 40°-60° zu den
bevorzugten Ausfiihrungsformen. Bei ausreichender Vibration wird ein Konuswinkel von
45° besonders bevorzugt. Zur Sauerstoffversorgung der sedimentierten Zellmasse kénnen
eine Gaszufuhr (21) und Gasabfuhr (22) von auflen iiber in das Gehduse (80)
eingeschweifite Anschlussstutzen zugefithrt werden. Zur Begasung ist die Verwendung von

aus Schlduchen aufgebauten Kanilen (10) erforderlich.



10

15

20

25

30

WO 2009/152990
Bezugszeichen
1 Zellkulturlésung
2 Emte
3 Zellretentat
5 Schlauchstator
10 Schragkanal
11 untere Verbundstelle
12 obere Verbundstelle
13 Mantel auflen
14 Mantel innen
15 Zwischenraum
20 Zylinder
21 Gaszufuhr
22 Gasabfuhr
24 Ringkanal
25 Prallplatte
27 Kopfiteil
28 Abrutschflache
30 Medienzulauf
40 Gasverteiler
41 Gasversorgung
42 Gasableitung
50 Schlaufenstrémung
51 Aufwirtsstromung
52 Abwirtsstromung
60 Doppelmantel
61 Zulauf Temperiermedium
62 Ablauf Temperiermedium
70 Konus
71 Konuswinkel
72 Fallrohr
73 Wendel
74 Prallplatte
76 Tauchrohr
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26

PCT/EP2009/004200



10

15

20

25

WO 2009/152990 PCT/EP2009/004200

27

Patentanspriiche

10.

Vorrichtung zur Riickhaltung und Rickfilhrung von Zellen in einem kontinuierlich
oder absatzweise durchstromten Gefall umfassend eine Vielzahl von nebeneinander
angeordnetén Kanilen, wobei die Kanile einen stehenden Hohlzylinder bilden und
gegeniiber der Langsachse des Hohlzylinders um einen Winkel # zwischen +10°

und +60° geneigt sind.

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Kanile einen
Querschnitt mit zu ihrer Unterseite hin abnehmender Breite, bevorzugt einen runden

oder elliptischen Querschnitt aufweisen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass der
Mantel des Hohlzylinders 1 bis 100 Lagen an Kanélen aufweist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die

Kanile einen Innendurchmesser von 3 mm — 30 mm aufweisen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die

Kanile aus Schldauchen, bevorzugt aus Silikonschlauchen gebildet sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, weiterhin umfassend Mittel zur

Begasung der Aullenflichen und/oder Zwischenrdume der Kanile.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, weiterhin umfassend Mittel zur
Erzeugung einer Umlaufstrémung durch den Hohlzylinders hindurch und entlang

der Auflenflache des Hohlzylinders.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass eine

Kiihlvorrichtung integriert ist.

Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 als Leitrohr eines

kontinuierlich betriebenen Air-Lift-Bioreaktors.

Verfahren zur Riickhaltung und Riickfithrung von Zellen in einem kontinuierlich
oder absatzweise durchstromten Gefaf3, bei dem ein Zellen enthaltendes Medium

durch eine Vielzahl von nebeneinander angeordneten Kanilen gefordert wird, in
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12.

13.

14.

15.

28
denen die Zellen sedimentieren und aus denen die Zellen wieder herausrutschen,
dadurch gekennzeichnet, dass die Kanile einen stehenden Hohlzylinder bilden und
gegeniiber der Langsachse des Hohlzylinders um einen Winkel £ zwischen 10° und

60° geneigt sind.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass durch Begasen
und/oder Riihren eine Umlaufstrémung des Mediums durch den Hohlzylinder und

entlang seiner AuBBenflache hervorgerufen wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass die
AuBenfliche der Kanile und/oder die Zwischenrdume zwischen den Kanilen

zusitzlich begast werden.

Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung zur Riickhaltung und Rickfihrung
von Zellen dadurch gekennzeichnet, dass eine Folie oder Matte umfassend
nebeneinander angeordnete Kanidle oder Rinnen durch spiralférmige oder
schalenformige Wicklung zu einem Hohlzylinder mit einer oder mehreren Lagen an
schrig gegeniiber der Liangsachse des Hohlzylinders gestellten Kanilen geformt

wird.

Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Matte umfassend nebeneinander
angeordnete Kanile dadurch gebildet wird, dass ein Rohr oder Schlauch in 1 bis
100 Lagen um einen Zylinder gewickelt wird, benachbarte Windungen miteinander
mechanisch verbunden werden und der Verbund aus Windungen entlang einer

spiralférmig um den Zylinder verlaufenden Schnittlinie aufgetrennt wird.

Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Folie umfassend nebeneinander
angeordnete Rinnen dadurch gebildet wird, dass eine geprégte oder heif3 oder kalt

geformte Folie mit einer glatten Folie zu einem Folienverbund verbunden wird.
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