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Einwegbioreaktoren fiir die
Prozessentwicklung mit Insektenzellen

Der Einsatz geschiittelter und wellendurchmischter Systeme spart Zeit und Kosten

Mit der Zulassung des Impfstoffes Cervarix gegen Gebar-
mutterhalskrebs ist das Interesse an der Kultivierung von
Insektenzellen in Verbindung mit dem Baculovirus-
Expressions-Vektor-System (BEVS) stark gestiegen. S50 wer-
den Insektenzellen heute als potente Expressionsorganis-
men fiir komplexe Proteine und virusahnliche Partikel (VLPs)
im Pharmabereich angesehen. Im Hinblick auf Zeit- und
Kosteneinsparungen setzen viele Prozessentwickler dabei
vermehrt auf Einwegbioreaktoren. Hier berichten wir vom
vorteilhaften Einsatz des CultiFlask 50 Einwegbioreaktors
fir Parameteroptimierungen in Insektenzellkultur-/BEVS-ba-
sierten Prozessen sowie die Ubertragbarkeit der Resultate
auf einen wellendurchmischten Einwegbioreaktor.

Seit Anfang der 70-ger Jahre
wird die Eignung von [nsek-
tenzellen zur Herstellung von
komplexen Proteinen  fUr
Struktur- und Funktionsstu-
dien sowie Diagnostika- und
Impfstoffproduktionen in der
Fachliteratur beschrieben. Die
hierfiir am hiufigsten verwen-
deten Zelllinien (59, Sf-21
und BTI-TN-5B1-4, auch als
High Five bekannt) stammen
von zwei Schmetterlingsarten,
niimlich dem Nachtfalter (Spo-
doptera frugiperda) und dem
Kohlspanner (Trichoplusia ni).
Im Rahmen won einfachen
Zellproduktionen wachsen
diese Zellen bei Temperaturen

zwischen 27°C und 28°C so-
wie einem pH-Wert im Bereich
von 6,2-6,9 bereits im Batch-
Modus zu Hochzelldichten (=2
x 107 Zellen ml1), Serumfreie
Kulturmedien (z.B. S£-900 I
SFM von Gibeo Invitrogen) fiir
das Wachstum in Suspension
und geeignete Kultivierungs-
systeme, die die Zellen nicht
durch Scherstress schidigen
und mit ausreichend Sauer-
stoff versorgen, sind die Vor-
aussetzungen dafiir,
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Baculovirusstock  (vorzugs-
weise Autographa californica
Multikapsid-Nukleopolyhed-
rovirus, AcMNPV). Dazu miis-
sen die Insektenzellen in aus-
reichender Menge vorhanden
und der  exponentiellen
Wachstumsphase sein. Fiir
die Virusstockgenerierung
haben sich die von Geisse [1]
sowie Weber und Fusseneg-
ger [2] zusammengefassten
Strategien bewihrt, Die Ba-
culoviren, die nur Invertebra-
ten infizieren, replizieren sich
in den Wirtszellen und produ-
zieren in diesem Prozess das
gewiinschte Zielprotein unter
Zunahme des Zelldurchmes-
sers. Die Effizienz des Prozes-
ses, die sich u.a. in der Hihe
des  Proteintiters  nieder-
schligt, ist von einer Vielzahl
von Faktoren abhiingig, wo-
bei dem Bioreaktor eine
Schliisselrolle zukommt.

Vorteilhafter Einsatz von
wellendurchmischten
Einwegbioreaktoren im
Liter-Massstab

Fiir die Prozessentwicklung
sowie die schnelle Produk-

tion klein- und mittelvolumi-
ger Produkte mit Insekten-
zellen werden heute immer
hiiufiger Einweg- anstelle
von Glas- oder Edelstahlbio-
reaktoren eingesetzt. Der Be-
griff Einweghbioreaktor ist auf
die Kultivierungseinheit zu-
riickzufiihren, welche aus
sterilem Plastematerial be-
steht, Unmittelbar nach Ab-
schluss des Prozesses wird
die Kultivierungseinheit ent-
sorgt und der Bioreaktor
steht somit sofort fiir den
nichsten Ansatz zur Verfii-

gung. Dadurch entfallen
die sonst {iblichen, langwie-
rigen  Reinigungs- sowie

Sterilisationsprozeduren. Un-
ter der Vielzahl der geeigne-
ten Einwegbioreaktoren Fir
Insektenzellen, die sich im
Typ der Kultivierungseinheit,
dem Energieeintrag, dem
Kulturvolumen und der Ins-
trumentierung unterscheiden
[2] [3], haben sich fiir den Li-
ter-Massstab  wellendurch-
mischte Bioreaktoren wie der
Wave Reaktor, der BioWave
Reaktor und sein Nachfolger,
der Biostat CultiBag RM (Abb.
1, a), exponiert [4] [5].
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Abb.1: Biostat CultiBag RM (a) und CultiFlask 50 Einwegbioreaktor (b).

Bei diesen Bioreaktoren (maximales
Kulturvolumen 5001) wird der Stoffiiber-
gang durch die Kippbewegung der Ho-
ckerplattform bewerkstelligt, Letzteres
geht mit der Induktion einer Welle, der
kontinuierlichen Erneuerung der Me-
dienoberfliche und einer blasenfreien
Oberflichenbeliiftung einher. Wachstum
und Produktbildung lassen sich {iber die
Entwicklung und Ausbreitung der indu-
dierten Welle sowie den Sauerstofliiber-
gang im Kulturbeutel (Bag) beeinflussen,
Das lisst sich iiber die Regulierung des
Kippwinkels, der Kipprate, des Fiillvolu-
mens und der Beliftungsrate steuern [6].

Geschiittelte Einwegsysteme fiir
Screeningexperimente

Fiir Screeninguntersuchungen (Zellklon-
auswahl, Medien- und Prozessparame-
teroptimierungen) im Milliliter-Massstab
haben sich geschiittelte, nicht instrumen-
tierte Einweg-Erlenmeyer fir tierische
Zellkulturen gut etablieren kinnen. Doch
zeigten die Arbeiten der Eidgenissischen
Technischen Hochschule in Lausanne und
der Firma ExcellGene, dass mit dem Tube-
Spin-Bioreaktor (von Sartorius Stedim als
CultiFlask 50 Einwegbioreaktor vertrie-
ben) ein noch effizienteres System fiir das
industrienahe Down-Scaling von Prozes-
sen mit CHO-Zellen existiert [7] [8]. Das
Herzstiick des ebenfalls orbital geschiittel-
ten CultiFlask 50 Einwegbioreaktors (Abb.
1. b} ist ein handelsiibliches 50 ml Zentri-
fugenrthrchen mit integrierter PTFE-
Membran im Deckel. Diese dient als Steril-
barriere und verhindert das Verdunsten
von Kulturbriihe. Bei Kulturvolumina zwi-
schen 5 und 35 mL und ausreichend ho-
her Schiittelgeschwindigkeit wird iiber die
fiinf im Deckel integrierten Offnungen der
notwendige Gasaustausch mit der Umge-
bung garantiert.

Der von uns durchgefiihrte Vergleich
zum Wachstumsverhalten von 5£21 Zel-
len im CultiFlask 50 Einwegbioreaktor,
125 und 250 ml Erlenmeyer sowie Bio-
Wave Reaktor mit 2 | CultiBag lieferte na-
hezu identische Wachstums- und Vitali-
titsverldufe (Abb. 2) bei vergleichbarem

Abb. 2: In 5f-900 Ill SFM aufgenommene Wachs-
tums- und Vitalititsverldufe im CultiFlask 50
Einwegbioreaktor mit 20 ml Kulturvolumen {—),
125 ml Erlenmeyer mit 50 ml Kulturvolumen (- -)
und BioWave 20 SPS Reaktor mit 2 | CultiBag bei
11 Kulturvolumen (--).

Glukose-, Glutamin- und Glutamatver-
brauch [9]. Die folgenden Studien in Cul-
tiFlask 50 FEinwegbioreaktoren dienten
dem Screening der optimalen Infektions-
parameter (MOI = Multiplicity of Infection,
TOI = Time of Infection, POH = Point of
Harvest) und der Evaluierung deren Uber-
tragbarkeit auf Erlenmeyer und BioWave
Reaktoren.

Neuer Ansatz fiir das Screening der Pro-
duktionsparameter und das Up-Scaling

Fiir das Screening stand die Prozesseffizi-
enz (hoher Titer sowie Qualitit des Prote-
ins, kurze Produktionszeit, geringer Ar-
beitsaufwand) bei der Expression der
liislichen Fraktion der katalytischen Do-
miine der B-Raf-Kinase (ca. 40 kDa) im
Vordergrund [10]. Sédmtliche Versuche
wurden mit rekombinantem Virusstock
(Virusgeneration 2, 1x10% pfu ml) reali-
siert, der mit der MultiBac-Technologie
der HRedbiotec erzeugt worden war, Die
routinemissige In-Prozess-Kontrolle be-
inhaltete generell die Aufnahme der Le-
bendzellzahl, der Vitalitit, des durch-
schnittlichen  Zelldurchmessers, des
pH-Wertes sowie der Metaboliten mit ent-
sprechenden  Analysenautomaten (Nuc-
leoCounter, Cedex HiRes und BioProfile
100). Wihrend der Virustiter mit den giin-



gigen Assays (Cell Swelling,
Plague,  End-Point-Dilution)
bestimmt wurde, wurden die
Proteinfraktionen mittels Dot
Blot, SDS-PAGE und Western
Blot analysiert.

Aus den Screeningexperi-
menten der Infektionspara-
meter in den CultiFlask 50
Einwegbioreaktoren (220
rpm, 20 ml Kulturvolumen,
27 °C) wurde eine MOI von 0,1
und eine TOI von 1 x 106 Zel-
len ml' als optimale Bedin-
gungen fiir die nachfolgenden
Produktionen abgeleitet. So-
wohl im Erlenmeyer (110
rpm, 100 ml Kulturvolumen,
27°C ) als auch im BioWave
Reaktor (6-7.5°, 18 rpm-30
rpm, 0,1 vwm, 1 | Kulturvolu-
men, 27 °C) verlief die Infekti-
onskinetik dhnlich wie im
CultiFlask 50 Einweghbioreak-
tor. Unabhiingig vom Biore-
aktor war der POH der Zeit-
punkt, an welchem der
grisste Proteintiter sowie der
grisste durchschnittliche
Zelldurchmesser  detektiert
wurden. Folglich {iberrascht
es nicht, dass auch die Prote-
inqualitiit (Menge des ldsli-
chen Proteins) wie auch die
—quantitit, ca, 50 mg I!, ver-
gleichbar waren. Ein direktes
Up-scaling vom CultiFlask 50
Einwegbioreaktor auf den
BioWave Reaktor ist fiir 5f-21
Zellkultur-/BEVS-basierten
Prozesse somit miglich. Ge-
miéss unserer Abschitzungen
lassen sich durch diese Vorge-
hensweise die Kosten fiir die
Prozessentwicklung um min-
destens 20-30 % reduzieren.
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