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Abstract
Libben, Holger

Einsatz unterschiedlicher Prozef3fihrungsmodi zur Charakterisierung

und Beurteilung des Stoffwechsels rekombinanter CHO-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Prozel3fihrungssysteme eingesetzt um Unterschiede
und Besonderheiten im Stoffwechsel rekombinanter CHO-Zellen herauszuarbeiten.

Dazu wurde mittels Metabolic-Flux-Analysis eine FluRverteilung der Hauptabbau- und
Syntheseschritte wahrend der exponentiellen Wachstumsphase im Batch-Experiment als
Grundzustand festgelegt. Die Berechnung der Flisse erfolgte quantitativ und deren Richtigkeit
wurde mittels NMR-Analyse validiert.

Zur Uberprufung des tatsachlichen Nahrstoffbedarfs der beiden Primarsubstrate Glukose und
Glutamin wurden kontinuierliche Chemostatexperimente mit sukzessiver Reduzierung der
Einlaufkonzentration der Substrate unternommen. Dabei zeigte sich, dal3 insbesondere der Bedarf an
Glukose drastisch gesenkt werden kann, wohingegen die Verfligbarkeit von Glutamin wichtiger
scheint. Die Reduzierung bewirkte eine drastische Anderung im gesamten Aminosaurestoffwechsel.
Die Glukosepulszugabe wahrend einer chemostatischen ProzefR3fiihrung beeinflul3te die Aufnahme
der anaplerotischen Aminosauren des Citratcyclus in negativer Weise, wohingegen umgekehrt ein
Glutaminpuls wenig Anderungen im Stoffwechsel hervorrief. Die hier auftretenden Aspekte waren
sehr aufschlul3reich bei der Transferrierung des Wissens auf das Fed-Batch-System.

Der Fed-Batch-Modus wurde aufgrund des Raum-Zeit-Ausbeute Kriteriums als effizientes System
fur die Optimierung eines Produktionsprozel3es gewahlt. Dabei zeigte sich wie schon wahrend der
kontinuierlichen Experimente, dal3 die Etablierung einer Glukosezufitterung keine entscheidende
Optimierung fur den Prozel3 bedeutet, und sich durch eine simultane Zufutterung von Glutamin
noch negativer auf das Zellwachstum auswirkt.

Dahingegen induzierte die kontinuierliche Zufiitterung eines Asparagin/Glutamin-Mix nach der
vollstandigen Glukoseverstoffwechselung eine bislang selten beobachtete Remobilisierung des
Metaboliten Laktat, die dem klassischen Diauxieverhalten anderer Mikroorganismen entspricht.
Durch on-line-Detektion der Komponente Glutamin Uber ein FlieR3injektionssystem und der so
ermaoglichten kontrollierten Zufitterung, gelang es die Dauer der exponentiellen Phase deutlich

auszudehnen, was sich durch Maximierung von Zellzahl und Produkt bemerkbar machte.
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Kapitel 1: Einfiihrung und Zielsetzung 1

1. Einflhrung und Zielsetzung

Bereits seit Beginn der 60er Jahre sind Impfstoffe und Antikérper mit tierischen Zellen ,in
vitro* herstellbar. Durch die Einfihrung der rekombinanten DNA-Technologie 1982 wurde
die Produktion rekombinanter Proteine mit Zellkulturen ermdéglicht. Seitdem entwickelte sich
die Zellkulturtechnik mehr und mehr zur Schlisseltechnologie vor allem fiir Produktion
hochwertiger therapeutischer Pharmazeutika. Heutzutage werden diverse humane Proteine

wie Faktor VIII, Faktor VII, AT-IIl, t-PA, nonoklonale Antikérper, Erythropoetin, Interferon-

v , Interferon-2 tiber die Massenkultivierung tierischer Zellen herge$télit

Obwohl mittlerweile eine Vielzahl kleinerer Proteine (Insulin, Wachstumsfaktoren) tber die
Expressionssysteme diverser Hefen und Bakterienkulturen herstellbd?, sisd die
Produktion des Grof3teil der komplexeren Proteine nur mittels der hoch spezialisierten
Syntheseapparate (Golgi Apparat, ER) tierischer Zellen moglich. Die Enzyme dieser
Kompartimente fihren Syntheseschritte durch, die primér nicht die Aminosauresequenz oder
nur die Faltung des Proteins betreffen, sondern auf posttranslationale Modifikationen
abzielen. Die Vielzahl der komplexeren Produkte sind sogenannte Glykoproteine, deren
Gewicht z.T. bis zu 50 % auf die Kohlenhydratseitenketten zurlickzuftihren ist, Gber die die
biologische Aktivitat des Therapeutikums streng definiert ist. So bewirkt die N-
Glykosilierung an bestimmten Asparagin-Stellen im Protein einerseits eine bessere
Loslichkeit des nativen Proteins (vorwiegend im wafrigen Milieu), anderseits wird durch die
Glykosilierung eine sterische Konformation erzeugt, die das aktive Zentrum je nach Anzahl
der Seitenketten stimulieren oder inaktivieren kann. Bei Proteinen, deren Glykosilierung die
biologischen Aktivitat determiniert, ist in einem Zulassungsverfahren die Ubereinstimmung
der Glykosilierung mit dem humanen Protein das Kriterium fir die Qualitatssicherung. Die
Bemuhung, die Produktheterogenitat zu minimieren scheint von oberster Prioritdt. So weisen
viele humane Glykoproteine biantendre Strukturen auf, dahingegen werden bei der
Produktion tber Zellkulturen haufig komplexere tri-, und tetraantendre Strukturelemente
nachgewiesen, die je nach Kultivierungsbedingungen und Zelltyp vafil€tren

In neuerer Zeit erweitert sich das Anwendungsspektrum tierischer Zellen durch effizientere
Immortalisierungs- und Transformierungstechniken diverser primarer Zellinien (Hepatozyten,
Kardiomyozyten, Keratinozyten, Endothelzellen etc.) fur klinische Zwecke (Kolokoltsova et

al., Bader et al., Al-Rubeai et &') Neben der bislang vorwiegenden Kultivierung zur
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Produktion rekombinanter Proteine werden unterschiedliche Zelltypen wegen ihrer
manigfaltigen Biotransformationmdglichkeiten fur ,in vitro* toxikologische Untersuchungen
neuer Medikamente oder deren Transformationsmetabolite (insbesondere Hepatozyten)
verwendet. Weiterhin sind primare Zellkulturtestsysteme fir die Erforschung der
Ersatzmdglichkeiten humaner durch ,bioartifizieller* Organe sehr nutzlich (Portner et al.,
Hinton et al.}. So werden bei Erkrankungen in der Hematopoise (MeiRner et al., Mdbest et
aI.)[5] dem Patienten Knochenmarkstammzellen enthommen, und ,in vitro* vermehrt, um sie
dem Patienten dann in gré3erer Menge zuriickzugeben, wo sie ,in vivo“ ihre Aufgabe als
differenzierende Zelle wieder wahr nehmen. Studien beziiglich der Differenzierungskontrolle
von Stammzellen werden zurzeit simuliert. Auch auf dem Gebiet der Hauttransplantation, der
Organverpflanzung (Leber, Niere, Pankreas) werden adaquate Zelltypen fur ,in vitro* Studien
benotigl. Letztendlich sollen auch Anwendungsmdglichkeiten im Bereich der Gentherapie,
sowie die Vakzinproduktion genannt werden (Faure et al., Boesen et al., KessldP et al.)
Auch dort zeigen sich die definierten Bedingungen der Produktion Uber Zellkulturen von
Vorteil.

Anderseits entwickelt sich die Produktion rekombinanter Proteine mitielsgenerTiere zur
konkurrenzfahigen Alternative im Hinblick auf die Zellkultur. Mittlerweile werden mehr als
50 Proteine wie z.B. Antithrombiiz-antiTrypsin, Lactoferrin oder Protein C, Uber die Milch
transgener Méause, Ziegen und Schafe hergestellt (Houdebine et al., Meade et al., Werner et
al.y*!. Alle Produktionsbeispiele befinden sich momentan in der Zulassung fir den
kommerziellen Vertrieb. Im Bereich der Produktivitat und der Okonomie scheint der Vorteil
dieser Technologie offensichtlich. (Produkttiter im Bereich g/L, Herstellungspreis pro Gramm
500-700 DM¥'. Lediglich die geforderte Human-Identitat einiger Proteine weist deutliche
Mangel auf (unterglykosiliert, Spaltprodukte in der Milch). Des weiteren kann die Produktion
einiger Proteine nicht mit der Tierphysiologie in Einklang gebracht werden (human
Erythropoietin). Aber auch die Aufreinigung der Produkte (heterogenes Ausgangsmaterial)
und das Risiko viraler Kontaminationen oder pathogener Prionen (Scrapies, Bovine
Spongiform Encephalitis, BSE) stellen weitere noch zu l6sende Probleme dar.

Die Produktion humaner Biopharmazeutika Uber tierische Zellkulturen wird durch die
einfache Handhabung im Produktionsverfahren erleichtert. Wird das ProdiktbkiZellen

noch als ,Inclusion Bodies” gespeichert und erst durch Aufschlu® der Zelle gewonnen, so
sekretieren animalische Zellen das Produkt nativ und das Protein kann abgeerntet werden,

ohne die Zelle zu zerstoren. Aus diesem Grund zielen viele der grol3technischen
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Produktionsanlagen auf kontinuierliche Systeme im Perfusionsverfahren ab, da hier das
Produkt standig abgeerntet werden kann, die Zellen jedoch im Reaktor verbleiben und dort bei
standiger Versorgung durch Nahrstoffe potentiell in der Lage sind dauerhaft zu produzieren.
Kontinuierliche Systeme garantieren ein Produkt gleichbleibender Qualitat, da sich durch die
Art der Prozel3fihrung kaum Gradienten in der N&hrstoffzusammensetzung, und der aus deren
Metabolisierung resultierenden Metabolitakkumulation ergeben. Der Einflu diverser
Metabolite auf die Glykosilierung der Produkte wurde beri€htetm Vergleich mit
Prokaryonten sind tierische Zellkulturen durch die niedrige Biomasse wenig produktiv, des
weiteren ist eine Kontaminationsanfalligkeit Uber Mikroorganismen durch die geringe
Wachstumsgeschwindigkeit gegeben. Das Risiko einer Infektion wirkt sich durch die enorm
hohen Mediumskosten und dem héheren apparativen sowie zeitlichen Aufwand nachteilig auf
den Produktionsprozel? aus. Dennoch wird dies durch die qualitativ hohe Wertschépfung der
Produkte kompensiert.

Ist die Homogenitat der Produktglykosilierung nicht entscheidend, kommen heutzutage andere
Prozelmodi wie Batch- oder Fed-Batch-Kultivierung zum Einsatz. Diese Systeme erzielen in
kurzerer Zeit und unter 6konomischen Gesichtspunkten dhnlich gewiinschte Produktmengen.
Die Ausnutzung der Medien stellt grundsatzlich ein Problem dar, sind doch die
Né&hrstoffanforderungen einer jeden Zelle durchaus verschitderDer kommerzielle
Vertrieb dieser Medien zielt auf eine breites Anwendungsgebiet ab, so dal} es diverser
Optimierungsschritte bedarf, um fir eine spezielle Zellinie optimale Bedingungen hinsichtlich
der Biomasse- und Produktmaximierung zu erreichen.

Die Erforschung und das Verstandnis des Metabolismus der Zelle ist der Schlussel fur die
erfolgreiche Realisierung einer 6konomischen Prozel3fihrung. Transformierte Zellinien ,in
vitro“ zeigen einen deregulierten Stoffwechsel im Vergleich zu Zellen ,in vivo“. Insbesondere
die Glykolyserate scheint Uberdimensional, die Verschwendung der wertvollen Substrate
unnotig. Gerade aus diesem Grund bedarf es der Kenntnis, welche Anforderungen die Zelle an
das Medium stellt.

Welche Menge und welche Komponenten werden tatsachlich fur Wachstum oder Erhaltung
der Zellfunktionen bengtigt und wie kann man diesen Prozel3 entsprechend leiten, so dal eine
Minimierung der Verschwendung der Substrate erreicht wird ?

Im folgenden soll eine Charakterisierung des Stoffwechsels einer rekombinanten CHO
Suspensionszellinie vorgenommen werden. Dabei mufl3 insbesondere der Einflu

unterschiedlicher Prozel3fihrungen (Batch, Fed-Batch und Chemostat mit und ohne
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Nahrstoffpuls) auf den Stoffwechsel getestet werden. Des weiteren soll in Zusammenarbeit
mit dem Hersteller die Mediumsbeschaffung variiert werden, d.h. der EinfluR der
Substratkonzentration und Substratzusammensetzung untersucht werden. Dabei ist die
Charakterisierung der Hauptstoffwechselwege nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ
durchzufiihren. Ermdglicht wird dies durch die Etablierung neuer Analyse- und
Modellierungsmethoden (,Metabolic-Flux-Analysis®). Es werden Vergleiche durchgefihrt
und Unterschiede zur einschlagigen Literatur heraus gearbeitet.

Anhand der Beurteilung des Metabolismus unter verschiedenen Bedingungen soll das fur die
Produktion des Antithrombiiit am besten geeignete Verfahremmételt werden. Damit der
Prozel3 kontrolliert verlaufen kann, d.h. Substrat- und Metabolitkonzentrationen im Rahmen
der tollerierbaren Grenzen konstant gehalten werden kdnnen, sind die daftr notwendigen und
den Ansprichen genligenden Analyseverfahren zu entwickeln. Deren Anwendbarkeit ist am
Prozel} zu validieren.

Anschliel3end werden Schritte implementiert, die auf eine verfahrenstechnische Optimierung

der Zellkonzentration, des Produkttiters und der Substratausnutzung hinzielen.
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