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ó Neben Säuger- und Insektenzellen sowie
Mikroorganismen haben sich schnell wach-
sende, genetisch veränderte Pflanzenzellen
zur Produktion von Proteinpharmazeutika
bewährt [1]. Obwohl gegenwärtig beim Ein-
satz von Pflanzenzellen Limitierungen hin-
sichtlich der Glykosylierung bestehen kön-
nen und die Produkttiter sowie die Produkt-
stabilität häufig noch gering sind, wurde 2006
mit einem Veterinärimpfstoff gegen den Erre-
ger der atypischen Geflügelpest das erste
pflanzenzellbasierte Proteinpharmazeutikum
zugelassen [2]. Mit Taliglucerase alfa zur
Behandlung von Morbus Gaucher befindet
sich ein Biopharmazeutikum für die Human-
anwendung kurz vor der Zulassung [2]. Wei-
tere Enzyme, Vakzine und Antikörper, die
mehrheitlich mit pflanzlichen Suspensions-
zellen hergestellt werden, befinden sich in
der Entwicklung. Für ihre Produktion wer-
den neuerdings auch pneumatisch angetrie-
bene Einwegblasensäulen sowie orbital ge -
schüttelte und wellendurchmischte Einweg-
bioreaktoren verwendet [3].

Orbital geschüttelte und wellen -
durch mischte Einwegbioreaktoren
Bei Einwegbioreaktoren sind die aus FDA(US
Food and Drug Administration)-konformen
Kunststoffen bestehenden Kultivierungscon-
tainer für den Einmalgebrauch bestimmt [4].
Schon nicht-instrumentierte Tubes wie der
orbital geschüttelte CultiFlask 50 Disposable
Bioreactor (Sartorius Stedim Biotech; Abb. 1A)
gestatten ein Hochdurchsatz-Screening im
Milliliter-Maßstab. Der Gasaustausch mit
der Umgebung wird hier über eine Polytetra-
fluorethylen(PTFE)-Membran im Deckel rea-
lisiert, die gleichzeitig als Sterilbarriere fun-
giert.

Anwenderseitig werden jedoch wellen-
durchmischte Einwegbioreaktoren wie der
BIOSTAT CultiBag RM (Sartorius Stedim Bio-
tech) oder der AppliFlex Single Use Bioreac-
tor (Applikon Biotech; Abb. 1B) bei Produk-
tionsverfahren mit pflanzlichen Suspen-
sionszellen vorgezogen [1]. Sie haben eine
eigene Mess-, Steuer- und Regeleinheit. Die
Kultivierung erfolgt in einem flexiblen Beutel,

dem Bag, der auf einem temperierbaren
Rocker fixiert ist. Der Bag ist mit Einweg- oder
Standardsensoren zur Messung und Rege-
lung des pH-Wertes und Gelöstsauerstoffge-
halts (DO) ausgerüstet. Infolge der Bewegung
des Rockers wird eine Welle im Bag induziert.
Energieeintrag und Sauerstoffübergang las-
sen sich über die Rocking-Rate, den Rocking-
Winkel, den Befüllungsgrad und die Bega-
sungsrate einstellen.

Produktion des M12-Antikörpers im 
orbital geschüttelten 50-ml-Bioreaktor
Die Produktionszelllinie für den M12-Anti-
körper wurde über transformierte Kalluskul-
turen des Tabakkultivars BY-2 (Nicotiana taba-
cum) etabliert [1]. Sowohl die Erhaltungskul-
tivierung als auch die Inokulumproduktion
wurden in Erlenmeyerkolben durchgeführt.
Zur Untersuchung des Zellwachstums und
der Produktbildung in den orbital geschüt-
telten CultiFlask-Systemen (240 rpm, 26 °C,
kein Licht) wurden immer drei Tage alte Sus-
pensionskulturen (36. Passage) verwendet.
Die Batch-, Feeding- und Medienaustausch-
ansätze in den CultiFlask-Systemen mit zehn
Milliliter Kulturvolumen bei einem initialen
pcv (packed cell volume) von zehn Prozent
wurden über acht bzw. neun Tage gefahren.
Die Zufütterung (ein Feed) des Produktions-
mediums (MSM mit 100 Millimol Nitrat aus
Salpetersäure) bzw. der Austausch (ein Aus-
tausch) des Wachstums- gegen das Produk-
tionsmedium fand bei einem pcv zwischen
30 und 40 Prozent am dritten Kultivierungs-
tag statt.

Wie von Raven et al. [1] beschrieben,
unterstützte die Entkopplung der Wachs-
tums- und Produktionsphase durch Nitrat

Antikörper-Produktion in Pflanzenzellen

Prozessentwicklung und -übertragung
vom 50-ml- auf den 10-l-Maßstab

¯ Abb. 1: Einwegbioreaktoren zur Produktion von Antikörpern in Pflanzen-
zellen A, orbital geschüttelter Bioreaktor. CultiFlask 50 Disposable Biore-
actors (Sartorius Stedim Biotech), die in einer Multitron Cell (25 Millimeter
Schüttelhub, Infors) inkubiert werden. B, wellendurchmischter Bioreaktor.
AppliFlex Single Use Bioreactor mit 10-l-Bag und Standardsenoren (Appli-
kon Biotech). Dieser Bioreaktor hat eine eigene Mess-, Steuer- und Regel -
einheit.
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im Produktionsmedium die M12-Bildung.
Während die Batch-Produktionen im Culti-
Flask-System am fünften Kultivierungstag
5,8  mg/l des M12-Antikörpers lieferten
(Referenzschüttelkolben 6 mg/l), wurden
48 Stunden nach Einleitung der Produk-
tionsphase im Feeding- und Austauschver-
such 16 mg/l bzw. 25,6 mg/l erreicht. Wird
die biomassespezifische Produktion betrach-
tet, garantiert das Feeding-Verfahren sogar
1,4-mal höhere M12-Ausbeuten als das Aus-
tauschverfahren. Deshalb wurde im Hinblick
auf die leichtere, technische Umsetzbarkeit
entschieden, die Prozessübertragung auf das
wellendurchmischte AppliFlex-System im
Feeding-Modus durchzuführen. Für den
AppliFlex wurde festgelegt, einen Feed auf
fünf Liter Kulturvolumen zu realisieren und
die Kultivierungen bei einem Befüllungs-
grad von 25 Prozent des Bag-Totalvolumens
sowie einer Belüftungsrate von 0,5 vvm zu
starten. Der im CultiFlask unter den reali-
sierten Versuchsbedingungen erreichte
durchschnittliche Sauerstoffübergangs-
transfer-Koeffizient (kLa-Wert) von 7,6 pro
Stunde sollte dabei im AppliFlex nicht unter-
schritten werden.

Prozessübertragung auf einen
wellendurchmischten 10-l-Bioreaktor
Die Wachstums- und Produktionsphase in
dem wellendurchmischten AppliFlex finden
unter ähnlichen Strömungsbedingungen und
einem vergleichbaren Sauerstoffübergang wie
im BIOSTAT CultiBag RM statt [1]. Deshalb
wurde der AppliFlex hinsichtlich Mischzei-
ten und kLa-Werten verfahrenstechnisch cha-
rakterisiert [5] und basierend auf diesen
Resultaten beim Feeding-Verfahren eine Kas-
kadenschaltung verwendet. Tabelle 1 fasst
die ermittelten Parameterkombinationen
zusammen, aus welchen der in Abbildung 2
exemplarisch gezeigte Biomassewachstums-
und Produktbildungsverlauf resultierten.

Angeimpft wurde der Bag mit einem pcv
von 15 Prozent (40. Passage). Die Produk-
tionsphase wurde durch das Feeden des
Nitrat-haltigen Produktionsmediums bei
einem pcv von 40 Prozent (dritter Kultivie-
rungstag) induziert. Wie in den CultiFlask-
Ansätzen (Feeding) wurde die maximale
M12-Menge im AppliFlex am Tag  5 er -
reicht. Aufgrund des zunehmenden Alters der
Kultur lag diese bei 14 mg/l. Die Biomasse
konnte dagegen um 33 Prozent gesteigert wer-
den.

Fazit
Orbital geschüttelte, nicht-instrumentierte
Einwegbioreaktoren wie der CultiFlask 50
Disposable Bioreactor lassen sich zur schnel-
len und günstigen Prozessentwicklung bei
der Produktion von Biopharmazeutika in
pflanzlichen Suspensionszellen einsetzen.
Die Prozessübertragung auf mit Standard-
sonden ausgerüstete, wellendurchmischte
Einwegbioreaktoren wie dem AppliFlex Sin-
gle Use Bioreactor ist für biphasische Pro-
zesse mit entkoppelter Wachstums- und Pro-
duktionsphase über die Anpassung der
Rocking-Rate und des Rocking-Winkels mög-
lich. ó
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Rocking-Rate [rpm] Rocking-Winkel [°] Rocking-Rate [rpm] Rocking-Winkel [°]

20 3 20 7

20 4 20 8

20 5 20 9

22 5 22 9

25 9

Tab. 1: Geeignete Parameterkombinationen für eine Kaskadenschaltung im 10-l-Bag des wellendurch-
mischten AppliFlex Single Use Bioreactors.

2,5 l Kulturvolumen 5 l Kulturvolumen

¯ Abb. 2: Zeitlicher
Verlauf der Trocken-
gewichtskonzentra-
tion und der M12-Bil-
dung im wellendurch-
mischten 10-l-Appli-
Flex Single Use Biore-
actor und einem
Referenzschüttel -
kolben.

217

BIOspektrum | 02.12 |  18. Jahrgang




