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< (57) Abstract: The invention relates to a method for culturing cells in order to produce substances. According to the invention,
the culturing of a cell line that produces substances ensues while supplying a nutrient medium in such a manner whereby setting

a glucose limitation in the culture solution. The extent of glucose limitation DGL equals qGle/qGle,,., (qGlc = currently observed
1, specific glucose consumption rate; qGley.x equals a specific glucose consumption rate maximally known for these cells). DGL lies
) between the limits of 0 and 1, whereby O represents a complete limitation and 1 represents no limitation whatsoever i.e. a complete
@ surplus of glucose. According to the invention, the DLG is greater than or equal to the DLG that leads to the exclusive preservation
of the cell and is = 0.5.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung von Zellen zur Produktion von Substanzen. Erfin-
dungsgemdl erfolgt die Kultivierung einer Substanzen produzierenden Zellinie unter Zufuhr eines Nihrmediums in der Weise, daf3
sich in der Kulturlgsung eine Glukoselimitierung einstellt. Der Grad der Glukoselimitierung DGL = qGle/qGlemax (qGle = momen-
tane beobachtete spezifische Glukoseverbrauchsrate; qGlcy,.x = maximal fiir diese Zellen bekannten spezifischen Glukoseverbrauchs-
rate). DGL liegt in den Grenzen zwischen 0 und 1, wobei 0 v6llige Limitierung bedeutet und 1 bedeutet keinerlei Limitierung, bzw.
volliger Glukoseiiberschuf3. Erfindungemal8 ist der DLG groBer gleich dem DLG, welcher zur ausschlieBlichen Erhaltung der Zelle
fithrt und < 0,5.
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Beschreibung

Verfahren zur Kultivierung von Zellen zur

Produktion von Substanzen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung
von Zellen zur Produktion von Substanzen nach dem Ober-

begriff des Anspruchs 1.

Bei der Produktion von Substanzen, insbesondere Protei-
nen, werden Zellkulturen in fermentativen Prozessen
eingesetzt. Es kdénnen dabei Prozesse unterschieden wer-
den, bei denen die Zellkulturen genetisch unverandert
sind und eigene Stoffwechselprodukte bilden und bei de-
nen die Organismen genetisch so modifiziert sind, daf3
sie entweder eigene Substanzen, beispielsweise Protei-
ne, vermehrt, oder fremde Substanzen beispielsweise
Proteine produzieren. Die die Substanzen produzierenden
Organismen werden dabei mit einem N&hrmedium versorgt,
welches das Uberleben der Organismen garantiert und die
Produktion der gewlnschten Zielverbindung ermdglicht.
Fir diese Zwecke sind eine Vielzahl von Kulturmedien
bekannt, die eine Fermentation ermdéglichen. Einer der
wichtigsten Bestandteile der Kulturmedien ist die Glu-
kose. Nach dem Stand der Technik ist man regelmaffiig be-
miht in einem Fermentationsansatz eine Mindestkonzent-
ration an Glukose aufrecht zu erhalten, um die Ausbeute
an Zielverbindung zu optimieren. Die japanische Patent-
anmeldung 001 101 882 A offenbart ein Kultivierungsver-
fahren fir S&ugetierzellen bei dem eine Mindestkonzent-
ration von 0,2 mmol/l an Glukose aufrechterhalten wird.

Die US 544 39 68 offenbart ein Kultivierungsverfahren,
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bei dem eine Glukoselimitierung erfolgt. Das Verfahren
fiihrt jedoch nicht zu einer hdheren spezifischen Pro-
duktionsrate der Zellen gegenlUber der nicht limitieren-

den Flitterung.

Es ist die Aufgabe der Erfindung ein Verfahren zur Kul-
tivierung von Zellen zu schaffen mit dem die Produkti-

vitdt einer einzelnen Zelle an Produkt gesteigert wird

und bei dem hohe Zelldichten ermdglicht werden. Es soll
eine hohe Raum-/Zeit-Ausbeute an Produkt ermdglicht

werden.

Das Verfahren soll besonders einfach in der Durchfuih-
rung, mit minimalem Mef3- und Regelaufwand verbunden,

und besonders wirtschaftlich sein.

Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 1 wird die Auf-
gabe Uberraschenderweise dadurch geldst, daR die Kulti-
vierung einer, Substanzen produzierende, Zellinie unter
Zufuhr eines Nihrmediums in der Weise erfolgt, daf’ sich
in der Kulturldsung eine Glukoselimitierung einstellt.
Der Grad der Glukoselimitierung kann definiert werden,
als das Verhdltnis der beobachteten spezifischen Gluko-
severbrauchsrate zur maximal flOr diese Zellen bekannte
spezifische Glukoseverbrauchsrate. Der Grad der Gluko-
selimitierung DGL = gGlc/gGlcmax (gGlc = momentane
beobachtete, spezifische Glukoseverbrauchsrate;
gGlcpax = maximal fUr diese Zellen bekannten spezifi-
schen Glukoseverbrauchsrate). DGL liegt in den Grenzen
zwischen DGLgrhaltung Und 1, wobei DGLgrhaltung VOllige
Wachstumslimitierung bedeutet und 1 bedeutet keinerlei

Limitierung bzw. vo6lliger Glukoselberschuf.
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Zusammen mit der Glukoselimitierung erfolgt ein konti-
nuierlicher Riickgang der Restglukosekonzentration auf
eine stationdre Konzentration in der Kulturldsung, die
gréRer 0 mmol/l, jedoch kleiner als 1 mmol/l, bevorzugt
kleiner als 0,5 mmol/l ist. Es ist zu beobachten, daf}
mit Sinken des DGL ein weiterer Anstieg der Lebendzell-
dichte im Kulturgefaf erfolgen kann. Mit zunehmender
Glukoselimitierung konvergiert die Zelldichte dann ge-
gen einen Maximalwert. Daraus resultiert, dafd der Grad
der Glukoselimitierung gegen einen minimalen Wert kon-
vergiert, dabei ist der DGL erfindungsgemaffi grdfler oder
gleich dem DGL, welcher zur Erhaltung der Zelle fuhrt,
(maintenance Stoffwechsel)

DGLgrhaltung = 9G1Cerhaltung/ QGlCmax (QGLC Ernaltung= bei reinem
Erhaltungsstoffwechsel beobachtete spezifische Glukose-
verbrauchsrate; gGlcpax = maximal fur diese Zellen be-
kannten spezifischen Glukoseverbrauchsrate), und klei-
ner 0,5, vorzugsweise kleiner 0,4, besonders bevorzugt

kleiner 0,3.

Charakteristisch ist jedoch, daf mit der Abnahme der
Glukosekonzentration keine Abnahme der Zellkonzentrati-
on in der Loésung erfolgt. Mit zunehmender Glukoselimi-
tierung, also bei sinkendem DGL-Wert, erhdht sich die
spezifische Produktivitdt einer Zelle. Da die Lebend-
zelldichte im Kulturgefaf nicht absinkt, fuhrt dies zu
einer Erhdhung der Raum-Zeit Ausbeute. Mit Eintreten
der Glukoselimitierung geht phanomenologisch eine Er-
niedrigung der spezifischen Laktatbildungsrate einher.
Die Laktatbildungsrate konvergiert gegen einen Minimal-
wert. Dies fuhrt dazu, dafl die Restlaktatkonzentration

im Kulturgefafd absinkt, maximal gegen 0 geht. Mit der
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Glukoselimitierung kommt es also zu einer Umstellung
des Zellmetabolismus.

Wichtig ist dabei, daf es vor Einsetzen der Glukoseli-
mitierung zu keiner weiteren Limitierung durch andere
Substrate kommt. Daher muf3 das Wachstumsmedium so be-

schaffen sein, daff Glukose zuerst limitiert ist.

Mit dem erfindungsgeméfien Verfahren wird die
Raum-/Zeit-Ausbeute bei gegebener Zelldichte erhdht.
Durch das erfindungsgemédfe Verfahren wird die pro Zelle
zur Verfugung stehende Menge an Glukose derart vermin-
dert, daf die Glukose Uberwiegend in den Erhaltungs-
stoffwechsel und verbunden damit das Produkt und weni-
ger in Zellwachstum eingeht. Das erfindungsgemiaRe Ver-
fahren bedarf dabei nicht einer Regelung der Glukosezu-
fatterung, so daB das Verfahren besonders einfach ist,
da auf eine aufwendige Glukoseregelung verzichtet wer-
den kann. Dadurch, daf3 ein geringer Medienzufluf noétig
ist, werden Kosten fir Glukose gespart, da weniger Glu-
kose bendtigt wird. Zudem wird eine sehr hohe Produkt-
konzentration erreicht. Dies kann zur Senkung der Auf-
arbeitungskosten fihren. Das erfindungsgemédfe Verfahren
ermbglicht insbesondere die Steigerung der Produktion
von Proteinen, ohne daf eine Zellinie fiir die Umset zung
des erfindungsgeméfien Verfahrens zusatzlich genetisch
verandert werden muf. Die Erhéhung des Produkttiters
ermébglicht die Produktion einer gewlinschten Menge an
Produkten in einem kleineren Kultivierungsvolumen, was

zu geringeren Investitionskosten fihrt.

Das erfindungsgemafe Verfahren kann mit folgenden Ver-

fahrensschritten durchgefithrt werden:
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Die Zellen sollen vorzugsweise in kontinuierlicher Ver-
fahrensweise mit Zellrtckhaltung, z. B. Spinfilter
(Perfusionskultur) kultiviert werden. Dabei sind alle
géngigen Arten von Kulturgefdfen, wie zum Beispiel
Rihrkessel, und Zellrlckhaltemechanismen, wie bei-
spielsweise Spinfilter, Ultraschall oder Settler geeig-
net. Vorzugsweise sollte das Kultursystem hohe Zell-
dichten ermdglichen. Vorzugsweise wird eine Zellruck-
haltung realisiert, damit die Zelldichte bei Auftreten
der Glukoselimitierung nicht absinken kann. Dies fiuhrt
dazu, daR bei steigender Lebendzelldichte und gleich-
bleibender Glukosezufitterung, der DGL weiter verrin-
gert wird. Die hohe Zelldichte ermdglicht ein Absinken
des DGL unter einen Wert von 0,4 bei einer eingestell-
ten Durchflufrate in einer Groéflenordnung der maximalen
Wachstumsrate. So koénnen beispielhaft Durchflufiraten
von 0,03 - 0,05 h™ fiar die verwendete

CHO MUC2-GFP-C-term Zelle, sowie die verwendete
CHO/MUC1-IgG2a PH3744/25 Zelle angewendet werden.

Um eine Verringerung des DGL zu erreichen, kann die
Futterungsstrategie mit Glukose demnach wie folgt er-
folgen: Die Menge an zugeflitterter Glukose wird nicht
mit zunehmender Lebendzelldichte erhdéht, um eine Gluko-
selimitierung zu vermeiden. Vielmehr wird die Menge an
zugefitterter Glukose wahrend des Prozesses von Beginn
an konstant gehalten. Dabei sollte die Menge an zuge-
flitterter Glukose so gewadhlt sein, daf der DGL die er-
forderlichen Werte unterschreitet, ndmlich DGL kleiner
< 0,5, vorzugsweise £ 0,4, besonders bevorzugt < 0,3.
Daraus resultiert, dafs die Menge zugefltterter Glukose
vorzugsweise nicht grdéfer als 50 %, besonders bevorzugt

nicht gréRer als 35 % dessen ist, was die im System bei
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herkdmmlicher, nicht glukoselimitierter Prozef3fihrung
zu erwartende Lebendzellzahl maximal verbrauchen kann.
Nach Umstellung des Zellmetabolismus (Laktatstoffwechel
und Produktivitat) kann die Menge zugefutterter Glukose
langsam erhdht werden, sollte dabei jedoch nicht einen
DGL von gréRer als 0,5, vorzugsweise groéfier als 0,4 er-
mdglichen. Dies fuhrt zu einer weiteren Erhéhung der
Lebendzelldichte bei gleichbleibend hoher Produktivitat
und damit erhdhter Raum-/Zeit-Ausbeute. Die Menge zuge-
fiihrter Glukose kann in einem kontinuierlichen Prozefs
durch die Medienzufluffrate und die Glukosekonzentration
im Zufltterungsmedium beeinflufit werden. Mafigeblich
ist, dafl der Massenflufl an zugefihrter Glukose wahrend
des Prozesses nicht oder nur in solchem Mafle erhdht
wird, daRR der DGL einen Wert von kleiner 0,5, vorzugs-
weise kleiner 0,4 erreicht oder unterschreitet und die-

ser dann nicht mehr Uberschritten wird.

Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den

Unteranspruchen angegeben.

Im Folgenden soll die Erfindung in ihren Einzelheiten
dargestellt werden.

Die Figuren zeigen beispielhafte Versuchsergebnisse.

Es zeigt:

Fig.l: Zunahme der vitalen Zellzahl [ml™'] und
Darstellung der Mediendurchfluffrate
[h"'] gegen die Prozefzeit [h] fur die
Produktion von MUCl-IgG2a aus CHO
MUC1/IgG2a PH3744/25 Zellen im Perfu-

sionsreaktor.
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Fig.2:

Fig.3:

Fig.4:

Fig.5:

Fig.6:

PCT/DE2003/003693

Spezifische Produktivitat an MUC1-

IgG2a [pg/h*E9 Zellen)] und DGL gegen

die ProzeRzeit im Perfusionsreaktor.

Zunahme der vitalen Zellzahl [ml™'] und
mM Restglukose, aufgetragen gegen die
Prozefdzeit [h] fuir die Produktion von

MUC1-IgG2a aus CHO MUC1l/IgG2a
PH3744/25 Zellen im Perfusionsreaktor.

Glukose- und Laktatkonzentration sowie
Konzentration von Glukose im Medienzu-
lauf [mmol/1], aufgetragen gegen die
Prozefizeit [h] fur die Produktion von
MUC1-IgG2a aus CHO MUC1l/IgG2a
PH3744/25 Zellen im Perfusionsreaktor.

Zunahme der Konzentration an MUC1-
IgG2a [pug/ml] und gMUC1l-IgG2a

[ug/h*E9 Zellen)] gegen die Zeit [h]
fir die Produktion von

MUC1-IgG2a aus CHO MUC1l/IgG2a
PH3744/25 Zellen im Perfusionsreaktor.

Zunahme der vitalen Zellzahl [ml™'] und
Darstellung der Mediendurchflufirate
[h"'] gegen die Prozefzeit [h] fur die
Produktion von MUC2-GFP-C-term aus CHO
MUC2-GFP-C-term Zellen im Perfusions-

reaktor.
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Fig.7:

Fig.8:

Fig.9:

Fig.10

PCT/DE2003/003693

Spezifische Produktivitat an

MUC2-GFP-C-term [nmol/h*E9 Zellen)] und
DGL gegen die Prozefizeit im Perfusi-

onsreaktor.

Zunahme der vitalen Zellzahl [ml™*] und
Restglukose [mM], aufgetragen gegen die
ProzefRzeit [h] fir die Produktion wvon

MUC2-GFP-C-term aus CHO MUC2-GFP-C-

term Zellen im Perfusionsreaktor

Glukose- und Laktatkonzentration sowie
Konzentration von Glukose im Medienzu-
lauf [mmol/1], aufgetragen gegen die
ProzefRzeit [h] fir die Produktion von
MUC2-GFP-C-term aus CHO MUC2-GFP-C-

term Zellen im Perfusionsreaktor

Zunahme der Konzentration an MUC2-
GFP-C-term [nM] und gMUC2-GFP-C-term
[nmol/h*E9 Zellen)] gegen die Zeit [h]
flir die Produktion wvon
MUC2-GFP-C-term aus CHO MUC2-GFP-C-

term Zellen im Perfusionsreaktor.

Weiterhin zeigt Tabelle 1 die Versuchsdaten aus der An-

wendung des erfindungsgeméafien Verfahrens mit der

CHO MUC1/IgG2a PH 3744/25 Zelle.
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In Tabelle 2 sind die Versuchsdaten aus der Anwendung
des erfindungsgeméfen Verfahrens mit der

CHO MUC2-GFP-C-term Zelle dargestellt.

Die erfindungsgemife Verfahrensweise kann mit verschie-
denen Produktionszellinien durchgefihrt werden. Die
Zellinien kénnen als Wildtyp oder als genetisch modifi-
zierte, rekombinante Zellen eingesetzt werden. Die ge-
netische Modifikation kann beispielsweise durch Inser-
tion von zusatzlichen Genen des gleichen Organismus
oder eines anderen Organismus in die DNA, oder einen
Vektor erfolgen, oder in der Verstarkung der Aktivitat
bzw. Expression eines Gens durch Einbringen eines wirk-
sameren Promotors, zum Beispiel aus CMV. Die Gene kdn-
nen fur verschiedene Proteine kodieren, beispielsweise

flir Proteine, wie Fusionsproteine oder fur Antikdrper.

Folgende Zellinien kénnen beispielhaft genannt werden:
Saugerzellen, wie CHO Zellinien, wie zum Beispiel
CHO-K1, BHK, wie BHK-21, Hybridoma, NS/0, andere
Myelomazellen und Insektenzellen oder andere hdhere
Zellen. Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Zel-
len, die nicht vorzugsweise wachstumsgekoppelt produ-

zieren.

Eine rekombinante CHO Zellinie deren Produktivitat mit
der erfindungsgeméfen Verfahrensweise gesteigert werden
kann ist die Zellinie CHO MUCl/IgG2a, PH 3744/25, mit
der das Glykoprotein MUCl-IgG2a sekretiert werden kann.
Eine weitere CHO Zellinie, namlich CHO MUC2-GFP-C-term,
ist befdhigt ein Fusionsprotein MUC2-GFP-C-term gestei-
gert zu sekretieren, wenn sie der erfindungsgemafen

Verfahrensweise unterzogen wird.
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Als Kulturmedium kann prinzipiell jedes glukosehaltige
Medium eingesetzt werden, welches bezuglich anderer
Komponenten nicht limitierend ist. Beispielhaft kann
ProCHO4-CDM genannt werden. Es kénnen auch Medien ba-
sierend auf bekannten Rezepturen, wie zum Beispiel
IMDM, DMEM oder Ham’s F12 eingesetzt werden, die so auf
die erfindungsgeméfie Verfahrensweise optimiert wurden,
dafs lediglich Glukoselimitierung auftritt. Dies kann
zum Beispiel dadurch erreicht werden, dafd andere Kompo-
nenten im Verhdltnis zur Glukose hdher konzentriert
werden. Generell ist es auch mdéglich die Glukose sepa-

rat vom Medium zu zu dosieren.

Der PH Bereich liegt vorzugsweise zwischen 6,7 - 7,7,
besonders bevorzugt zwischen 7 - 7,3. Jedoch sind auch

andere pH-Bereiche denkbar.

Der Temperaturbereich liegt vorzugsweise zwischen

35 °C - 38,5 °C, besonders bevorzugt bei 37 °C fur

CHO MUC1l- IgG2a. Es sind aber auch andere Temperaturbe-
reiche denkbar, wie beispielsweise < 35 °C, bei denen
es nicht zur irreversiblen Zerstdrung des Produkts

kommt .

Mit dem erfindungsgemidfen Kultivierungsverfahren kénnen
Substanzen, wie Glykoproteine, Fusionsproteine, Anti-
kdrper, Proteine im Allgemeinen produziert werden, von
denen beispielhaft MUCl1-IgG2a, MUC2-GFP-C-term, EPO,
Interferone, Cytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone, PA,
Immunglobuline oder Fragmente von Immunglobulinen, ge-

nannt werden koénnen.
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Figur 1 zeigt den Verlauf der Lebendzelldichte (cv) an
CHO/MUC1-IgG2a Zellen und der Mediendurchflufrate (D)

gegen die ProzefRzeit (h) im Perfusionsreaktor. In ihr

ist:
| Die Mediendurchfluffrate (1/h) und
o die Lebendzelldichte (1/ml).

Figur 2 zeigt die spezifische Produktivitat an
MUC1-IgG2a (gMUCl-IgG2a) und DGL gegen die Prozefizeit

im Perfusionsreaktor. In ihr ist:

————— Die spezifische Produktivitat (ug/hE9 Zellen),

——— DGL(degree of glucose limitation)

Figur 3 zeigt eine Graphik, in der auf der linken Seite
die vitale Zellzahl [ml™*] und auf der rechten Seite die
Konzentration der Restglukose [mM] gegen die Prozefizeit

[h] fur die Produktion von MUC1l-IgG2 in CHO MUC/IgG2a
PH3744/25 aufgetragen ist. In ihr ist:

O vitale Zellzahl und

0 Glukose.

In Figur 4 ist die Glukose- und Laktatkonzentration so-
wie die Glukosekonzentration im Medienzulauf [mmol/1]
gegen die Prozefizeit [h] aufgetragen. In ihr sind die

Kurven mit

O Laktatkonzentrationskurven und

0 Glukosekonzentrationskurven.
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x 23,9mmol/1 Konzentration an Glukose im Medienzulauf

(Durchflufrate von D = 0,035 h™t ).

In Figur 5 ist die Konzentration von MUC1-IgG2a [pug/ml]
auf der linken Seite sowie gMUCl-IgG2a [ug/(h*E9 Zel-
len)] auf der rechten Seite der Graphik gegen die Zeit

[h] aufgetragen. In ihr sind:

L q spezifische Produktivitat an MUC1-IgG2a
(ug/hE9 Zellen)und

0 Konzentration an MUCl-IgG2a (mg/l).

Figur 6 zeigt den Verlauf der Lebendzelldichte (cv) an
CHO/MUC2-GFP Zellen und der Mediendurchflufrate (D) ge-

gen die Prozefzeit (h) im Perfusionsreaktor. In ihr

ist:
| Die Mediendurchflufrate (1/h)und
o die Lebendzelldichte (1/ml).

Figur 7 zeigt die spezifische Produktivitat an
MUC2-GFP-C-term (gMUC2-GFP-C-term) und DGL gegen die

Prozefizeit im Perfusionsreaktor. In ihr ist:

----- Die spezifische Produktivitidt (nmol/hE9 Zel-

len),

——— DGL(degree of glucose limitation)

Figur 8 zeigt eine Graphik, in der auf der linken Seite
die vitale Zellzahl [ml1™'] und auf der rechten Seite die
Konzentration der Restglukose [mM] gegen die ProzefRzeit

[h] fir die Produktion von MUC2-GFP-C-term in
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CHO MUC/IgG2a PH3744/25 aufgetragen ist. In ihr ist:

O vitale Zellzahl und

0 Glukose.

In Figur 9 ist die Glukose- und Laktatkonzentration so-
wie die Glukosekonzentration im Medienzulauf [mmol/1]
gegen die ProzeRzeit [h] aufgetragen. In ihr sind die

Kurven mit

O Laktatkonzentrationskurven und

0 : Glukosekonzentrationskurven.

x 23,9mmol/]1 Konzentration an Glukose im Medienzulauf

(Durchflufdirate von D = 0,035 ht).

In Figur 10 ist die Konzentration von MUC2-GFP-C-term
[nM] auf der linken Seite sowie gMUC2-GFP-C-term
[nmol/ (h*E9 Zellen)] auf der rechten Seite der Graphik

gegen die Zeit [h] aufgetragen. In ihr sind:

[ g spezifische Produktivita&t an MUC2-GFP-C-term
(nmol/hE9 Zellen) und

4 Konzentration an MUC2-GFP-C-term (nM).

Figur 1 zeigt die erfindungsgemédfie Verfahrensweise bei-
spielhaft betreffend die Glukosezufitterung. In konti-
nuierlicher Perfusionskultur wird eine konstante Menge
Glukose zugeflittert. Im gezeigten Beispiel wird dies
durch eine konstante Mediendurchflufirate erreicht, wo-

bei die Glukosekonzentration im Medienzulauf konstant
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ist. Die Mediendurchflufrate wird nicht mit zunehmender
Lebendzelldichte erhdht. Der Prozefs wurde als Batch be-
gonnen, bevor die kontinuierliche Verfahrensweise be-

gann.

Figur 2 zeigt, daf bei dieser Verfahrensweise der DGL
im Verlaufe des Prozesses sinkt, und schliefllich einen
Wert unter 0,4 erreicht. Wahrend dies geschieht, steigt
die spezifische Produktivitat an und erreicht schliefs-
lich einen Wert der um das 4-fache hdher ist, als der

vor Unterschreiten des DGL-Wertes von 0,4.

Aus Figur 3 wird ersichtlich, daff bei dem erfindungsge-
méfRen Verfahren die Lebendzelldichte gegen einen Maxi-
malwert lauft, der dann gehalten werden kann, wahrend
die Restglukosekonzentration im Verlauf gegen null
geht. Dies tritt ein, obwohl Glukose zugefihrt wird.
Wahrend des Absinkens der Restglukosekonzentration, be-
ginnt die spezifische Glukoseaufnahmerate der Organis-
men zu sinken. Wahrend dessen kann die Lebendzellzahl
noch ansteigen. Parallel zum Rickgang der spezifischen
Glukoseaufnahmerate sinkt auch die spezifische Laktat-
bildungsrate, was zunachst zu einem verlangsamten An-
stieg, dann zu einem Abfall der Laktatkonzentration im
Kulturgefaf® fihrt. Schliefllich lauft die Laktatkon-
zentration im Kulturgefaf gegen null, wie aus Figur 4
zu entnehmen ist. Es liegt also eine deutliche Umstel-
lung des Zellmetabolismus vor. Wie Figur 5 zu entnehmen
ist, findet verbunden mit der Umstellung des Zellmeta-
bolismus ein Anstieg der spezifischen Produktivitat auf
etwa das 4-fache gegenlber dem Zeitpunkt vor der Um-
stellung des Zellmetabolismus statt. Der Anstieg der

spezifischen Produktivitat bei mindestens gleichblei-
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benden, oder sogar noch ansteigenden Zelldichten wah-
rend der beschriebenen Phase fihrt schlieflich zu einem
markanten Anstieg des Produkttiters im Kulturuberstand,
wie Figur 5 zu entnehmen ist, und damit zu einer erhdéh-

ten Raum-/Zeit-Ausbeute.

Tabelle 1 zeigt Daten zur Fermentation von MUC1-IgG2a.

Analog zu den Figuren 1 bis 5 beschreiben Figuren 6 bis
10 die Ergebnisse der Anwendung des erfindungsgemafien

Verfahrens mit CHO MUC2-GFP-C-term Zellen.

Tabelle 2 zeigt Daten zur Fermentation von

MUC2-GFP-C-term.

Produktionstechnisch kann das erfindungsgemafle Verfah-
ren aufer nach dem eben beschriebenen Perfusionsverfah-
ren auch als Fed-Batch (Zuflitterungsverfahren) betrie-

ben werden.

In einem Fed-Batch-Betrieb wird die Produktionskultur
einmal oder wiederkehrend, bzw. chargenweise oder kon-
tinuierlich mit glukosehaltigem Medium oder einer sepa-
raten Glukoseldsung in einer Art und Weise versorgt,
da®® der DGL vorzugsweise den Wert von 0,5, besonders
bevorzugt 0,4 und noch besser 0,3 unterschreitet. Mog-

lich ist hier auch ein repetitiver Fed-Batch.

Sowohl in der perfusiven Verfahrensweise als auch im
Fed-Batch kann der Prozeff in allen allgemein bekannten
Verfahrensweisen begonnen werden. So kann vor Beginn
der erfindungsgemdfen Verfahrensweise die Kultur als

Batch, Fed-Batch oder in kontinuierlicher Verfahrens-
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weise mit oder auch ohne Zellriickhaltung betrieben wer-

den.
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Glu-
Prozess- kose gMUC1-
zeit cv D | Feed |Glukose| Laktat [MUC1-lgG2a| IgG2a |DGL
h 1Umi 1/h {mmol/l| mmol/l | mmol/l Hg/mi pg/(h*E9)
0 2,23e+05| O 0 22,07 25 2,62
16,63 |283E+05| O 0 20,89 5,1 3,59 0,21 0,92
40,52 |e4sE+05| O 0 16,75 10,84 5,77 0,14 0,99
68 1,78e+06| O 0 8,74 20,1 14,21 0,17 0,61
94 2,14E+06/ 0,035 | 23,89 8,08 19,48 15,49 0,30 1,00
120 3,70E+06/ 0,035 | 23,89 5,84 22,35 18,02 0,22 0,72
136,5 |4.68E+06/0,035| 23,89 4,30 22,02 19,95 0,17 0,62
163,5 |7,026+06|0,035| 23,89 3,17 22,66 22,67 0,14 0,40
187,5 |696E+06/0,035| 23,89 1,79 20,77 22,44 0,11 0,44
215,5 |[885E+06|0,035| 23,89 1,04 17,46 28,24 0,13 0,35
264,75 [1.30e+07/0,035} 23,89 - 8,45 67,03 0,22 0,24
287 1,54E+07|0,035| 23,89 - 5,25 89,42 0,22 0,20
310 1,64E+07(0,035| 23,89 - 2,77 113,28 0,25 0,19
331 2,27E+07|0,035| 23,89 - 1,24 133,80 0,24 0,14
352,4 [145e+07(0,035| 23,89 - 0,82 152,87 0,29 0,21
376,3 [1,.42E+07(0,035| 23,89 - 0,53 182,52 0,45 0,22
4044 |1,58E+07|0,035| 23,89 - 0,44 218,51 0,51 0,20
428 1,78E+07(0,035| 23,89 - 0,58 241,75 0,50 0,17
448,4 |208e+07/0,035| 23,89 - 0,55 305,39 0,55 0,15
473,63 |[1,35E+07|0,035| 23,89 - 0,55 290,52 0,60 0,23
496,8 |9,30E+06{0,035] 23,89 - 0,51 274,94 0,85 0,33
521,82 |1,53E+07)0,035] 23,89 - 0,56 301,12 0,87 0,20

Tabelle 1:
Daten zur Fermentation von MUC1-lgG2a
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MuUcC2-
GFP
ProzeRzeit|Vitale Zellzahl] D |Glukose Feed|Glukose|Laktat| -Cterm | gProdukt | DGL
h 1/ml 1/h mmol/l mmol/l [mmol/l nM nmol/(h*E9)
0,5 7,50E+04 0 0 21,37 | 3,12 0,00
106 1,80E+06 0 0 425 | 211 1,66 0,01 0,44
106,01 0,035 23,89 8,92
130 2,20E+06 0,035 23,89 9,36 7,71 0,14 0,66
154 2,90E+06 0,035 23,89 8,32 |18,23 10,72 0,05 1,00
182,38 6,83E+06 0,035 23,89 558 119,28 14,08 0,17 0,53
2129 1,19E+07 0,035 23,89 1,65 [18,78 | 26,15 0,12 0,33
2372 1,44E+07 10,035 23,89 0,54 13,84 3837 0,11 0,26
254 1,48E+07 0,035 23,89 0,52 | 9,81 50,08 0,13 0,24
278 1,20E+07 10,035 23,89 - 5,19 65,63 0,20 0,35
302 1,40E+07 {0,035 23,89 - 2,05 81,53 0,27 0,29
326 1,20E+07 |0,035 23,89 - 0,7 88,03 0,30 0,34
349,9 2,16E+07 10,035 23,89 - 0,33 104,60 0,28 0,19
374 1,20E+07 |0,035 23,89 - 0,26 104,03 0,28 0,34
0,035 23,89 - 84,47
0,035 23,89 - 75,16
446 1,10E+07 0,035 23,89 - 0,19 64,81 0,37
470 1,10E+07 |0,035 23,89 - 0,53 52,36 0,37
494 1,40E+07 10,035 23,89 - 0,32 69,63 0,24 0,29
518 1,30E+07 _|0,035 23,89 - 79,34 0,26 0,32
0,035 23,89 - 93,94
0,035 23,89 - 0,35 104,57
595,8 1,01E+07 10,035 23,89 - 0,25 113,89
Tabelle 2:

Daten zur Fermentation von MUC2-GFP-Cterm
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Patentanspruiche

Verfahren zur Kultivierung von Zellen zur Produk-
tion von Substanzen,

dadurch gekennzeichnet,

daR eine Substanzen produzierende Zelle unter Glu-
koselimitierung (DGL) kultiviert wird, wobei der
DGL (DGL = gGlc/gGlcmax mit gGlc = beobachtete mo-
mentane spezifische Glukoseverbrauchsrate und
gGlcmax = maximal flr diese Zellen bekannten spezi-
fischen Glukoseverbrauchsrate) groéfler als der DGL

ist, welcher zur ausschliefllichen Erhaltung

(DGLErhaltung) der Zelle fihrt, und < 0,5 ist, wobel
der DGLerhaltung = Q9GlCrrhaltung/dGlCrax ist ,mit

gGlcC erhaltung= bel reinem Erhaltungsstoffwechsel
beobachtete spezifische Glukoseverbrauchsrate und
gGlcpax = maximal flr diese Zellen bekannten spezi-

fischen Glukoseverbrauchsrate.

Verfahren nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

daR die DGL < 0,4 oder £ 0,3 ist.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,

dafR die Menge zugefltterter Glukose nicht gréfier
als 50 % dessen ist, was die ohne Glukoselimitie-
rung maximal erwartete Zellzahl maximal verbrauchen

kann.

Verfahren nach Anspruch 3,

dadurch gekennzeichnet,
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dafR die Menge zugefltterter Glukose nicht groéfter
als 35 % dessen ist, was die ohne Glukoselimitie-
rung maximal erwartete Zellzahl maximal verbrauchen

kann.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,

dafR eine Komponente aus der Gruppe der Zellinien
CHO, wie z. B CHO-K1, BHK, wie z. B BHK-21,
Hybridoma, Myelomazellen, wie z. B. NS/0, andere
Saugerzellen und Insektenzellen oder andere hdhere

Zellen eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet,
daf die produzierten Substanzen Proteine oder Poly-

peptide sind.

Verfahren nach Anspruch 6,

dadurch gekennzeichnet,

daR® die produzierten Substanzen Fusionsproteine,
MUC1-IgG2a, MUC2-GFP-C-term, EPO, Interferone,
Cytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone, PA, Immunglo-
buline, Fragmente von Immunglobulinen oder andere

Glykoproteine sind.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

da® ein glukosehaltiges Medium eingesetzt wird,
welches bezlUglich anderer Nahrstoffkomponenten
nicht vor Eintreten der Glukoselimitierung limitie-

rend ist.
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Verfahren nach Anspruch 8,
dadurch gekennzeichnet,
daRR die Glukose separat von anderen Substraten ge-

fittert wird.

Verfahren nach einem der Anspruiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet,
daf® es in einem pH-Bereich von 6,7 - 7,7 durchge-

fuhrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet,

daR es in einem Temperaturbereich bei dem es nicht
zur irreversiblen Zerstdrung des Produkts kommt

durchgefihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet,
daf® es in kontinuierlicher Verfahrensweise mit zu-

mindest partieller Zellruckhaltung betrieben wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet,

dafl es im Fed-Batch Verfahren durchgefihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13,
dadurch gekennzeichnet,
daf es als Batch gestartet und als Fed-Batch oder

kontinuierlicher Prozefl fortgefihrt wird.
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15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14,
dadurch gekennzeichnet,

daff es mit nicht wachstumsgekoppelt produzierenden

Zellen durchgefuhrt wird.
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Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Versténdnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

“X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erindung
kann allein aufgrund dieser Verbtfentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

“Y* Verbftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Téatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Veréffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

“&" Verbffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist
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