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1 Einleitung und Problemstellung

In der Pharmaproduktion werden iiberwiegend leistungsstarke Riithrreaktoren aus Edel-
stahl eigesetzt, die meist eine Vergroflerung bewahrter Technologien darstellen. Sie bendti-
gen speziell ausgebildetes Personal, erfordern oft langwierige und kostspielige Qualifizie-
rungs- und Validierungsverfahren, intensive Wartung und Instandhaltung. Hieraus resul-
tieren hohe Produktionskosten. Eine attraktive Alternative sind Einweg-Bioreaktoren. Als
kleine, modulare Anlagen sind sie rasch aufgebaut und in Betrieb zu nehmen. Sie sind
leicht zu bedienen und konnen gezielt nach Kundenbediirfnissen produzieren [1]. Einweg-
Systeme fir die biotechnologische Produktion versprechen nicht nur geringere Produkti-
onskosten, sondern auch hohere Produktivitit und weniger Prozessrisiken [2]. Mit den
Einweg-Bioreaktoren wird auch eine Liicke zwischen dem Upstream, in dem schon seit
langerem Einweg-Systeme etwa zur Medienaufbereitung und —bereitstellung etabliert sind,
und dem Downstream, wo es ebenfalls neue Entwicklungen mit Einweg-Systemen gibt,
geschlossen. Eine Reihe von Firmen verfolgt zunehmend eine ,one stop shop“-Strategie
entlang der biopharmazeutischen Wertschopfungskette, indem sie den Kunden Komplett-
l6sungen bieten, die sowohl ihre Upstream- als auch Downstream-Prozesse umfassen [3].

Einweg-Kultivierungssysteme sind in der Zellkulturtechnik beispielsweise in Form von T-
oder Roller-Flaschen vor allem im Laborbereich etabliert. Fiir die Produktion groflerer
Mengen an Pharmazeutika konnten sich lange Zeit lediglich Hohlfaser-Reaktoren als Al-
ternative zu Rithrreaktoren durchsetzen. In den 90er-Jahren entwickelte der amerikanische
Zellbiologe Vijay Singh einen Einweg-Bioreaktor, der die sanfte Wellenbewegung des Mee-
res imitiert. Mit dieser ,,Wave“-Technologie wurde der Grundstein fiir die Einfithrung einer
vollig neuen Kultivierungstechnik mit Einweg-Bioreaktoren in der Zellkulturtechnik gelegt.
Mittlerweile werden mehr und mehr auch Anwendungen fiir mikrobielle Systeme vorge-
schlagen [1].

Einweg-Bioreaktoren sind naturgemaf fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt und miissen
anschlieflend entsorgt werden. Sie bestehen meist aus einem Behalter zur Kultivierung der
Zellen, welcher aus einem von der FDA (Food and Drug Administration) zugelassenen Po-
lymermaterial besteht, vorzugsweise aus Polyethylen, Polystyren, Polytetrafluorethylen
oder Polypropylen, und welcher Normen wie USP Class VI oder ISO 10993 erfiillt. Der
Kultivierungsbehélter ist meist durch gamma-Strahlung sterilisiert, zur sofortigen Verwen-
dung verpackt und validiert. Nach Durchfiithrung der Kultivierung und Ernte der Zellen
oder des gewiinschten Produktes wird der Behélter entsorgt. Mit einem frischen Behalter
kann sofort eine neue Kultivierung gestartet werden, ohne dass lange Riistzeiten (Reini-
gung, Sterilisation, Sterilkontrolle etc.) anfallen [1].

Einweg-Bioreaktoren wurden urspriinglich fiir kleinere Volumina (ca. 10-20 L) konzipiert,
um Probleme in der frithen Entwicklungsphase eines pharmazeutischen Produktes l6sen
zu helfen. Hierzu gehoren Aspekte wie

e Flexibilitat, Kosteneffizienz, ,time to market*

e Zeit bis zur ersten klinischen Phase

e kosteneffizientes Prozess-Design

e Flexibilitat — ,,multiproduct facility“



e Skalierbarkeit von Ausriistung und Material

Hier liegen Vorteile von Einweg-Bioreaktoren im Vergleich zu ,klassischen“ Bioreaktoren
aus Glas oder Stahl in [5,6]

e kurzen Riistzeiten

e geringerem Reinigungsaufwand

e weniger Validierungen (Reinigung, Sterilisation, etc.)

e einfacherer Anpassung an wechselnde Anforderungen und damit eine hohe Flexibi-

litat
e geringerem Kontaminationsrisiko
e niedrigeren Investitionskosten

Mittlerweile haben sich Einweg-Bioreaktoren auch fiir Volumina bis ca. 1.000 L etabliert.
Hier sollen diese Systeme insbesondere bei Produktionen unter GMP-(Good Manufacturing
Practice)-Bedingungen zu minimierten Prozesskosen, verringerter Entwicklungszeit sowie
kiirzerer ,,time-to-market” fiir neue Produkte sorgen.

Aufgrund der attestierten Eigenschaften sowie dem steigenden Kostendruck in der phar-
mazeutischen Industrie hat die Akzeptanz von Einweg-Bioreaktoren in den letzten zehn
Jahren zugenommen, was zwangslaufig auch zur Entwicklung einer Vielzahl unterschied-
licher Reaktorkonzepte gefiihrt hat [7,8]. Grundséatzlich kann man Einweg-Bioreaktoren in
die folgenden drei Gruppen unterteilen: (1) traditionelle Kultivierungssysteme fiir kleine
Volumina sowie deren Modifikationen, (2) Hohlfaser-Bioreaktoren und (3) Bioreaktorsys-
teme, die aus Kultivierungsbeuteln ,bag bioreactors” bestehen [9]. Letztere werden im Fol-
genden als Einweg-,bag“-Bioreaktoren ausfithrlicher diskutiert.

Eine Ubersicht zu Anwendungsbeispielen findet sich bei Eibl und Eibl [1].

2 Generelle Ubersicht und Einteilung zu Einweg-,,bag“-Bioreaktoren

Zu den derzeit am Markt angebotenen Einweg-,bag“-Bioreaktoren gehoren statische und
gerithrte  Einweg-Bioreaktoren, Einweg-Bioreaktoren mit Vibromixern, ,Wave"“-
Bioreaktoren, hybride Einweg-Bioreaktoren sowie sogenannte ,,Orbital Shaker”. Derzeit
werden diese Systeme bevorzugt im Labor- sowie im Pilotmafistab fir die verschiedensten
humanen und tierischen Zellen eingesetzt. Zu den bevorzugten Anwendungen gehoren die
Zellvermehrung, die Produktion rekombinanter Proteine, monoklonaler Antikorper, Viren
oder viraler Impfstoffe. Dabei werden die Kultivierungssysteme im batch-, fed-batch- oder
kontinuierlich im Perfusionsverfahren betrieben. Sowohl suspendierbare als auch adhéren-
te Zellen wurden erfolgreich kultiviert. Anwendungen mit mikrobiellen Systemen sind
seltener zu finden.

Die nachfolgende Kategorisierung von Einweg-,bag“-Bioreaktoren orientiert sich an einem

Vorschlag von Eibl und Eibl [1]. In statischen ,bag“-Bioreaktoren wird keine zusétzliche
Energie in das System eingefiihrt, um etwa das Durchmischungsverhalten oder den Sauers-
toffeintrag zu verbessern. Im Gegensatz dazu wird bei dynamischen ,bag“-Bioreaktoren das
Wachstum der Zellen und/oder die Bildung eines gewiinschten Produktes durch einen
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spezifischen Leistungseintrag zur Verbesserung der Stofftransporteigenschaften intensi-
viert.

2.1 Statische ,bag“-Bioreaktoren

Unter den Einweg-“bag”-Bioreaktoren reprédsentieren statische, gas-permeable Kultivie-
rungsbeutel die alteste und einfachste Variante fir geschlossene Kultivierungssysteme
[10,11,12]. Die angebotenen Typen differieren in Grofle und Polymertyp und werden z.B.
fir die Expansion und Differenzierung von Zellen oder etwa auch zum Einfrieren der Zel-
len eingesetzt. Trotz der weiten Verbreitung im Labormafistab oder im klinischen Bereich
sind diese Systeme im Hinblick auf erreichbare Zelldichte bzw. Produktausbeute limitiert.
Ahnlich wie in T-Flaschen oder ,well-plates” ergeben sich Limitierungen aufgrund der
begrenzten Flache fiir das Zellwachstum. Wesentliche Kultivierungsparameter wie Sauers-
toffkonzentration und pH-Wert kénnen nicht kontrolliert werden und die Systeme sind auf
einen CO,-Brutschrank angewiesen. Beimpfung und Mediumswechsel lassen sich nur ma-
nuell durchfithren und bergen daher ein hohes Kontaminationsrisiko [12,13].

2.2 Geriihrte “bag”-Bioreaktoren

Gertihrte “bag”-Bioreaktoren wurden als Alternative zu klassischen Riihrreaktoren konzi-
piert. Typischerweise wird dabei ein steriler Kunststoffbehilter in einen Stahltank gesetzt.
In den Behalter wird ein Riihrer eingefiihrt, um eine gute Durchmischung und ausreichen-
de Stoffiibergangseigenschaften zu gewdéhrleisten. Prinzipiell sind diese Reaktoren entwe-
der mit einem Riihrer, der ein axiales Stromungsprofil erzeugt oder einem taumelnden
Rithrer sowie einem Begasungssystem (Ringbegaser oder Mikrosparger zur Ezeugung sehr
feiner Blasen) ausgestattet, um eine ausreichende Homogenitiat (Konzentrationen an
Sauerstoff, Substraten bzw. Zellen, Temperatur, pH) beziehungsweise eine adidquate
Sauerstoffzufuhr zu gewéahrleisten. Am Markt werden Systeme bis zu 1.000 L angeboten [1,
14-16]. Geriihrte Reaktoren lassen sich mit Sensoren zur Messung von Temperatur, Sauers-
toffgehalt oder pH-Wert ausstatten. Hierzu werden mittlerweile auch Einweg-Sensoren
angeboten. Aufgrund dieser Sensortechnik lassen sich geriihrte ,bag“-Reaktoren besser
kontrollieren sowie mit automatisierten Fiitterungsstrategien betreiben. Die erreichbaren
Zelldichten sind daher vergleichsweise hoch.

Zum Vergleich geriithrter “bag”-Bioreaktoren und traditioneller Stahlkessel-Bioreaktoren
werden haufig hydrodynamische Merkmale (Stromungsprofil, Mischverhalten, Scherstress,
Temperaturprofil etc.) oder die Sauerstoffeintragsrate herangezogen. Eibl und Eibl [1] post-
ulieren anhand dieser Daten und den im batch- bzw. Perfusionsbetrieb erzielten Zelldich-
ten und Produktkonzentrationen, dass geriihrte ,bag”“-Bioreaktoren eine gute Alternative zu
geriihrten Stahlreaktoren darstellen.

2.3 ,Bag“-Bioreaktoren mit Vibromixer

Im Gegensatz zu geriihrten Bioreaktoren, bei denen der Leistungseintrag ganz wesentlich
durch die Rithrerdrehzahl und somit durch die Rithrerumfangsgeschwindigkeit bestimmt
wird, wird bei “bag”-Bioreaktoren mit integriertem Vibromixer die Leistung durch eine
vertikal oszillierende Welle, an deren Ende sich eine Lochplatte befindet, eingetragen. Die
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Hohe des Leistungseintrags wird durch Schwingungsamplitude und -frequenz bestimmt.
Die oszillierende Bewegung der Lochplatte erzeugt ein axiales Stromungsprofil, das Mi-
schung und Gaseintrag bewirkt. Je nach Position der konisch gebohrten Locher wird eine
aufwarts gerichtete Stromung (,,riser”) oder eine abwiérts gerichtete (,downcomer®) erzeugt.
Hierdurch wird eine Wirbelbildung unterdriickt [1,17].

2.4 ,Wave-mixed“-Bioreaktoren

Die ,Wave“-Technologie imitiert die sanfte Wellenbewegung des Meeres. Der ,Wave-
Bioreaktor” besteht aus einer Wippeinheit und einer mit Gammastrahlen vorsterilisierten
Einweg-Bioreaktorkammer aus Kunststoff, in dem die Zellen in Volumina von iiber 500 L
kultiviert werden konnen. Der welleninduzierten Mischvorgang sorgt fur eine optimale
Durchmischung und Versorgung mit Sauerstoff sorgt und versetzt das Kulturmedium im
Beutel in eine Wellenbewegung. Damit erneuert sich die Oberflache zwischen der fliissigen
und der tiberstehenden, gasformigen Phase fortwahrend und bewirkt einen blasenfreien
Sauerstoffaustausch. Ohne invasive mechanische Riithrer oder Beliifter wird das Kulturme-
dium durchmischt, die Zellen und sonstigen Partikel suspendiert. Mittlerweise werden am
Markt verschiedene Systeme angeboten, die auf dem ,,Wave“-Prinzip basieren [18-34]. Alle
diese Systeme lassen sich mit Sensoren zur Bestimmung von Temperatur, pH und Sauers-
toffgehalt ausriisten.

Die Funktionalitdt von “wave-mixed”-Bioreaktoren konnte fiir eine Vielzahl von Anwen-
dungen gezeigt werden. Dariiber hinaus wurden Studien zur Hydrodynamik und zum
Sauerstoffeintrag fiir Volumina von 1 L, 10 L und 100 L Kulturvolumen durchgefihrt, um
einen Vergleich mit traditionellen Rithrreaktoren zu ermoglichen. Es zeigt sich, dass Stro-
mungsprofil, Mischzeit, Verweilzeitverteilung, spezifischer Leistungseintrag sowie der
Sauerstoffeintrag von Parametern wie Kippwinkel, Kippfrequenz, Typ und Geometrie des
Beutels und dem Kulturvolumen abhangen. Grundsatzlich lasst sich sagen, dass die erziel-
ten Leistungsmerkmale fiir die Kultivierung tierischer und humaner Zellen addquat sind.
Bei mikrobiellen Systemen kann es aufgrund des dort hoheren Sauerstoffbedarfes zu Limi-
tierungen kommen [1,32,35].

2.5 “Hybrid-bag”-Bioreaktoren

Bei dem sogenannten “Hybrid-bag”’-Bioreaktor werden Begasung und Durchmischung
durch einen Begaser und magnetisch angetriebene Propellerrithrer bewerkstelligt, die alle
in den sterilen Beutel integriert sind. Die Begasung erfolgt im schlanken unteren Bereich
des Beutels. Durch die aufsteigenden Gasblasen wird eine Aufwirtsstromung erzeugt, die
durch die Propellerrithrer unterstiitzt wird. Es kommt zu einer Umlaufstromung der Fliis-
sigkeit, die eine ausreichende Durchmischung des Mediums gewahrleistet. Zur Unterdrii-
ckung von Schaumbildung kann der Kopfraum mit Druck beaufschlagt werden. Auch diese
Reaktoren lassen sich mit entsprechender Sensorik ausriisten [36,37].



2.6 ,,Orbital shaker“-Bioreaktor

Von der Gruppe um Prof. Wurm, Lausanne wurden Einweg-Kultivierungssysteme entwi-
ckelt, bei denen dhnlich wie in herkémmlichen Schiittlern fiir Schiittelkolben eine kreis-
formige Bewegung des Mediums zur Durchmischung und zur Verbesserung des Stofftrans-
portes genutzt wird [38-40]. Urspriinglich wurden quadratische Gefafle bis zu Volumina
von ca. 1 L eingesetzt, da diese durch die wie Stromstoérer wirkenden Ecken eine gute
Durchmischung gewéhrleisten. Mittlerweile werden im Labormafstab, etwa fiir Screening-
und Optimierungsexperimente, spezielle Kultivierungsrohrchen verwendet, die in ihren
Dimensionen herkémmlichen Zentrifugenréhrchen angepasst sind. Wurm et al. konnten
zeigen, dass die ,,Orbital shaker“-Technologie auch im Mafistab bis zu 200 L hervorragende
Ergebnisse bei der Kultivierung tierischer und humaner Zellen bringt.

3.  Technologischer Vergleich von Einweg-Bioreaktoren zu Suspensions-Bioreaktoren
(Edelstahl)

Fir die Kultivierung tierischer und humaner Zellen im Labor-, Pilot- und Produktions-
mafistab waren Suspensions-Bioreaktoren aus Glas (Labor) oder Edelstahl der Standard [9].
Diese ,traditionellen” Bioreaktoren erfordern erhebliche Investitionskosten aufgrund der
erforderlichen Steriltechnik, ,sterilisation-in-place“ (SIP), ,cleaning-in-place (CIP) sowie
die entsprechenden Validierungen. All dies bedingt eine umfangreiche Instrumentierung

[4].

Einwegbioreaktoren werden von verschiedenen Autoren [1-4,41-43] verglichen mit ihren
Gegenspielern aus Glas oder Edelstahl folgende Eigenschaften attestiert: Weil Einweg-
Reaktoren nicht wieder verwendet werden, miissen sie nach einer Kultivierung nicht ge-
reinigt werden. Verunreinigungen wie etwa Cross-Kontaminationen sind bei sachgerechter
Handhabung in weitaus geringerem Mafle zu erwarten. Zudem fallt der Aufwand fiir die
Reinigungsvalidierung geringer aus. Aufwandige Spilprozesse, die viel gereinigtes Wasser
verbrauchen, sind in geringerem Mafle erforderlich. Einweg-Bioreaktoren werden wie an-
dere Einweg-Produkte verbrannt. Stillstandszeiten durch Spiilprozesse kénnen ggf. ver-
kiirzt werden, was zu einer hoheren Verfiigbarkeit und ggf. Produktivitét fithren wirde.
Innerhalb kurzer Zeit konnen neue Ansétze erfolgen oder sogar ein Produktwechsel vollzo-
gen (,multi purpose“) werden. Die Validierung der Einweg-Reaktoren kann einfacher als
diejenige von Edelstahl-Bioreaktoren sein.

Limitierende Faktoren fiir den Einsatz von Einweg-Bioreaktoren sind dagegen die Begren-
zung im Mafstab, die noch nicht ausgereifte Einwegsensortechnik, die mogliche Abgabe
sogenannter ,Leachables” und ,Extractables” durch das Kunststoffmaterial und die fehlen-
de Erfahrung im Rahmen von Zulassungsverfahren mit Einweg-Bioreaktoren [1]. Ferner ist
fir mikrobielle Systeme die ausreichende Versorgung mit Sauerstoff bei hohen Biomasse-
konzentrationen als problematisch anzusehen.
Derzeit wird der Einsatz von Einweg-Bioreaktoren bis zu Volumina von 2.000 L als realis-
tisch und sinnvoll angesehen [43]. Bei grofleren Volumina werden auch weiterhin Edel-
stahl-Bioreaktoren dominieren. Allerdings wird far die Zukunft erwartet, dass sich far vie-
le Produkte der erforderliche Produktionsmaf}stab verringern wird. Hierzu gehoren etwa
6



Impfstoffe oder Zelltherapieprodukte, fiir die schon heute haufig Einweg-Bioreaktoren ein-
gesetzt werden. Dariiber hinaus wird erwartet, dass neue Wirkstoffe effizienter sind als
herkémmliche und somit geringere Dosen verabreicht werden miissen, und dass die Pro-
duktionssysteme (z.B. zellspezifische Produktivititen, Zellausbeute, Produktausbeute) sehr
viel besser sein werden als bei den etablierten Produkten, bei denen die grundlegenden
Entwicklungen vor 15-20 Jahren gemacht wurden. Zudem wird es mehr Nischenprodukte
geben, die in kleineren Mengen benotigt werden. Diese lassen sich kostengiinstig mit der
Einweg-Technologie produzieren [43].

Die Einweg-Technologie findet nicht nur im Bereich Zellkultivierung zur Produktion von
Wirkstoffen Anwendung, sondern zunehmend auch im Upstream- und im Downstream-
Bereich. Im Upstream ist die Bereitstellung von Medien in Einweg-Containern bereits in-
dustrieller Standard. Fiir den Downstream-Bereich werden mittlerweile eine Vielzahl von
Einweg-Systemen angeboten (z.B.: Filtrationssysteme, Membranchromatographie-
Kartuschen). Dariiber hinaus existieren technologisch ausgereifte Losungen fiir aseptische
Verbindungen, Schlduche, Adapter etc. als Einweg-Material. Die Verfiigbarkeit dieser
Technologien hat bei vielen Firmen zu einem Strategiewechsel bei der Prozessentwicklung
gefiihrt. Insbesondere Auftragsproduzenten (CMO “s) sowie Biotech-Start-up s entscheiden
sich immer héufiger fiir eine durchgangige Einweg-Strategie, da hier die Vorteile der Ein-
weg-Technologie besonders zum Tragen kommen konnen.

4 Okonomische Aspekte

Die 6konomischen Vorteile von Einweg-Bioreaktoren werden von verschiedenen Autoren
[2,41,43] in niedrigeren Kosten, einfacherer Bedienung und kiirzerer “time-to-market im
Vergleich zu ,traditionellen Edelstahl-Bioreaktoren gesehen. Diese Schlussfolgerungen
stiitzen sich allerdings auf wenige verdffentlichte Studien.) Je nach Anwendung kénnten
demnach bei Betriebskosten Einsparungen bis zu 20%, bei Reinigungs- und Validierungs-
prozessen bis zu 20-30% moglich sein. Dartiber hinaus liefle sich danach die erforderlich
Menge fir Wasser (zu Reinigungszwecken) und somit der Aufwand fiir die Abwasserbe-
handlung erheblich reduzieren [43]. Andere Angaben schatzen die Reduktion der Gesamt-
prozesskosten je nach Anwendung durch Einweg-Reaktoren um 20-40 % [2,41]. Weiterhin
konnen sich die Investitionskosten reduzieren [42]. Das Kontaminationsrisiko wird als
niedriger angesehen [4].

Die fiir einen konkreten Prozess zu erwartenden 6konomischen Vorteile hangen stark von
den individuellen Rahmenbedingungen ab und miissen vor einer Investitionsentscheidung
bzw. der Errichtung einer Produktionsanlage in grof’erer Tiefe geprift werden als in dieser
Studie geleistet werden kann.
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