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Von klein nach grof

Fortschrittliche Bioreaktor-Technologie fiir valide Prozessentwicklung

Christian Kaiser, Claudia M. Hiither

Die Nutzung von Bioreaktoren im Technikums- und Produktionsmas-
stab ist seit jeher fiir die kontrollierte Produktion von Biophamazeutika
etabliert. In der Prozessentwicklung und fiir Scale-down-Experimente ist
der Einsatz von kleinen Benchtop-Bioreaktorsystemen unerldsslich. Seit
einigen Jahren orientiert sich die messtechnische Ausriistung sowie die
verfahrenstechnische Gestaltung immer strikter an den Charakteristika
der Produktionsanlagen und gewdihrleistet somit die Vergleichbarkeit
zwischen Bioreaktoren in Labor- und Produktionsmafstab.

Nahezu jedes traditionelle Pharmaunterneh-
men unterhilt heutzutage auch biotechno-
logische Forschungsabteilungen. Die Leitli-
nien der Europdischen Arzneimittelagentur
(EMA) und der US-amerikanischen Food
and Drug Administration (FDA) geben zu-
verldssige Richtwerte, um die Herstellung re-
kombinanter Wirkstoffe von der Entwicklung
bis hin zur Produktion zielgerichtet, schnell
und einheitlich voranzutreiben.
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Eine Vielzahl der biotechnologisch produ-
zierten Therapeutika wird mithilfe von Mik-
roorganismen hergestellt. Neben dem klas-
sischen Produzenten Escherichia coliwerden
vor allem auch Hefen wie Saccharomyces
cerivisae oder Pichia pastoris zur rekombi-
nanten Herstellung von Biopharmazeutika
verwendet. Im Vergleich zu tierischen bzw.
humanen Zelllinien {iberzeugen diese mikro-
biellen Expressionssysteme durch ihre ein-
fache Kultivierung, kostengiinstige Fermenta-
tionsmedien und kurze Prozesszeiten.

Eine prézise Kontrolle der Prozesspara-
meter, umfangreiche Monitoringoptionen
und fortschrittliche Softwarel6sungen fiir
addquates Datenmanagement erlauben die

Identifizierung qualitdtskritischer Merk-
male wihrend des Prozesslaufs. Fortschritt-
liche Benchtop-Bioreaktorsysteme sind so-
mit ein hervorragendes Werkzeug, um die
Leitlinien der Zulassungsbehdrden, wie
beispielsweise die Quality by Design Initia-
tive (QbD) der FDA umzusetzen. Durch
parallele Fermentationsansdtze konnen
Forscher bereits im Labormafistab alle kri-
tischen Prozessparameter (CPPs) en détail
untersuchen und sparen damit sowohl Zeit
wie auch Kosten ein. Wechselwirkungen
einzelner Faktoren zueinander lassen sich
dabei iiber statistische Versuchsplanung
(Design of Experiment Approaches, DoE)
und die Anwendung multivariabler Analy-
semethoden (MVA) strukturiert erfassen.

Automatisierte Prozessablaufe

Um optimale Produktausbeuten im Herstel-
lungsprozess zu erzielen, nutzen Forscher
der Richter-Helm Biologics parallele
Benchtop-Bioreaktorsysteme von Dasgip fiir
die Entwicklung geeigneter Prozessfiih-
rungstrategien. Als Expressionsorganismen
fiir unterschiedlichste API (Active Pharma-
ceutical Ingrediens) werden dabei sowohl
rekombinante E. coli als auch P. pastoris ein-
gesetzt. Wahrend der Prozessentwicklung
werden die Mikroorganismen iiblicherweise
in einem Drei-Phasen-Prozess zu hohen

. Zelldichten kultiviert, um eine maximale
P Produktakkumulation zu erreichen.

Die kontrollierte Fermentation im Biore-
aktorsystem ermoglicht iiber die integrierte
Steuerungssoftware die Automatisierung
verschiedenster prozessrelevanter Ablédufe.

& Alle Prozessregler (z. B. pH, pO,, Temperatur,
“Begasungsraten) kénnen {iber alle Prozess-

parameter und Schaltzeiten getriggert wer-
den. Damit ist eine automatisierte prozess-
verlaufsabhédngige Reglerkontrolle ermog-

= licht. Gekoppelt an definierte Sollwerte, die

Zeit oder andere Prozessparameter kénnen
einzelne Regler an- und ausgeschaltet und
programmierte Profile aktiviert werden.
Uber die editierbare DO-Kaskade (DO:
geloster Sauerstoff) kann so beispielsweise
iiber die Rithrerdrehzahl, die Begasungsra-
te und die Gasmischung von Luft und Sau-
erstoff eine ausreichende Sauerstoffversor-
gung der Zellen wihrend des Fermentati-
onslaufs gewdhrleistet werden.

Prazise Regelung

Insbesondere in der Hochzelldichte-Fer-
mentation bietet die kontrollierte Gasmi-



schung weitere Optimierungsmaglichkeit.
Bei hohen Wachstumsraten treten insbe-
sondere in der spiten Fed-Batch-Phase ver-
mehrt Sauerstofflimitierungen auf, die sich
nicht durch die Anpassung der Riihrerge-
schwindigkeit kompensieren lassen.

Durch den Einsatz einer Dasgip MX4 Gas-
mischstation zur prizise regulierten Sauer-
stoffanreicherung der Zuluft konnten op-
tische Dichten von > 160 mit E. coli und >450
mit P. pastoris bei prézise geregeltem pO,-
Wert erreicht werden. Dieses ermoglicht
auch im 1-1-Labormafistab die Gewihrleis-
tung reproduzierbarer Ergebnisse in Hoch-
zelldichte-Kultivierungen. Im bakteriellen
System erfolgte dabei innerhalb von 24 h ei-
ne Proteinakkumulation von mehr als 4,5 g/
1. Mit der langsamer wachsenden Hefe wur-
denrund 4 g/l API nach 85 h exprimiert.

Da sich die im 1-1-Labormafistab er-
zielten Ergebnisse verldsslich auf grofiere
Systeme bis 1000 | iibertragen lassen, ist ein
systematisches Screening und eine fun-
dierte Prozessentwicklung im Multifermen-
tersystem moglich. Aufgrund des Einsatzes
einer prézise arbeitenden Gasmischstation
koénnen dabei, im Gegensatz zur einfachen
Luftbegasung, durch parallele Fermentati-
onen im Benchtop-MafSstab substanziell
Entwicklungszeit sowie Energie-, Material
und Personalkosten gespart werden.

Intelligente Software

Systematisches Screening nach optimalen
Prozessparametern ist nicht nur von ent-
scheidender Bedeutung, um maximale Pro-
duktausbeuten zu erreichen, sondern liefert
zudem wichtige Hinweise auf die Robust-
heit des spiteren Produktionsprozesses.
DoE-Ansitze zur statistischen Versuchspla-
nung ermoglichen die schnelle und damit
kostengiinstige Evaluierung verschiedens-
ter Versuchsansitze, um die optimalen Pro-
zesse zu ermitteln. Intelligente Datenma-
nagement-Software wie die Dasware Suite
ermoglichen neben der automatisierten
Durchfithrung von DoE auch die systemati-
sche Datenanalyse und konsistente Daten-
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Prozessverlauf der Fed-Batch-Fermentation eines rekombinanten, hitzeinduzierten E. coli in
einem 1-I-Bioreaktorsystem mit Gasmix Station MX 4 zur Luft/O,-Begasung (37 °C, pH=7);
pO,: relativer Geléstsauerstoffpartialdruck; NSt: Riihrerdrehzahl; OD, : optische Dichte

600"

(600 nm); X . : molarer Anteil von Sauerstoff im eingeleiteten Gas; CP, : Konzentration des

02in*
rekombinanten therapeutischen Proteins

Parallele Bioreaktor-
systeme fiir die
Prozessentwicklung

speicherung. Sie unterstiitzt somit Prozess-
entwicklung im Einklang mit den Leitlinien
der Zulassungsbehorden.

Die stetige Weiterentwicklung der Bio-
reaktor-Technologien sowohl in der Reak-
tor- und Regler-Hardware als auch der Steu-
erungs- und Datenmanagement-Software
beschleunigen die Entwicklung biotechno-
logischer Herstellungsprozesse nachhaltig.
Mit steigender Prézision der messtech-
nischen Ausriistung lassen sich komplexe

Bioprozesse fortwdhrend miniaturisiert dar-
stellen. Mithilfe von Analysesoftware kon-
nen diese Small-Scale-Prozesse bereits wéh-
rend der Bioprozessentwicklung so evaluiert
werden, dass die Ergebnisse eindeutige und
verldssliche Vorhersagen auf den Einfluss
einzelner Kultivierungsparameter auf den
spéteren Produktionsprozess zulassen.
Halle 4.2, Stand L15
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