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Patentanmeldung

Zellkultur-Flasche

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Kultivie-
rung von Zellen. Die Vorrichtung stellt eine Rollerflasche mit einem verbesserten
Oberflachen-Volumen-Verhéltnis dar, in dem es bei gleicher Zeit méglich ist, mehr
Zellen zu kultivieren. Zellkulturen finden breite Anwendung in der biologischen und
medizinischen Forschung. Mittels Zellkultur kénnen verschiedene biologische
Stoffe, wie Proteine oder Antikérper in groRer Menge hergestellt werden. Dies ist

fur Impfstoffherstellung, Diagnostik und immunologische Analyse wichtig.

Beschreibung und Einleitung des allgemeinen Gebietes der Erfindung

Als Zellkultur wird die Kultivierung von Zellen in einem geeigneten Nahrmedium au-
Rerhalb eines lebenden Organismus bezeichnet. Die Zellen kdnnen menschlichen
oder tierischen Ursprung haben, aus Pflanzen, Algen oder Pilzen stammen oder
Mikroalgen oder Bakterien sein. Die Zellen kénnen auch Tumorzellen sein, oder
Zellen, oder Zellen, die genetisch verandert sind (z.B. durch Einschleusung eines
Plasmids als Vektor).

Zelllinien sind Zellen einer Gewebeart, die sich durch fortwéhrende Teilungen ver-
mehren. Der Fachmann kennt nicht-immortalisierte Zelllinien, die nur eine begrenzte
Teilungsrate aufweisen und er kennt immortalisierte also unsterbliche Zelllinien, die
in der Zellkultur unbegrenzt am Leben gehalten werden kénnen. Dies sind vor allem
die Tumorzellen, die bekannteste nicht-immortalisierte Zellkultur wurde 1951 aus
Cervixkarzinom entnommen und unter dem Namen HelLa bekannt.

Man unterscheidet zwischen Zellen, die in Suspensionskulturen vermehrt werden
und Zellen, die verankerungsabhéngig also adh&rent wachsen. Suspensionszellen

sind z.B. Lymphozyten die freischwimmend im Medium vorliegen.
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Als Primarkultur bezeichnet man eine nicht-immortalisierte Zellkultur, die direkt aus
einem Gewebe eines Organismus gewonnen wurde. Zur Gewinnung werden die
Zellen z.B. mit Trypsin behandelt, das die Proteine abbaut, die den Zellverband auf-
rechterhalten. Somit werden Zellen vereinzelt. In einem speziellen Medium, das u.a.
auch Wachstumsfaktoren enthélt, beginnen sie sich durch Teilung zu vermehren.
Die Kulturbedingungen fur die einzelnen Zellen unterscheiden sich sehr stark. Dabei
mussen spezielle Medien, pH-Wert, Nahrstoff-Konzentration, CO2-Gehalt und an-
dere wichtige Parameter bertcksichtigt werden, diese sind dem Fachmann bekannt
und kénnen in Standardwerken nachgelesen werden. Je nach Teilungsrate und
Dichte der Zellen werden die Zellverbande geldst und auf neue Gefale verteilt, die-
ser Vorgang wird splitten oder Passage genannt. Da zu dicht wachsende Zellen
eine Zellkontakthemmung aufweisen und nicht mehr weiterwachsen, missen Zellen
regelmaRig gesplittet werden. Dies betrifft insbesondere adhérent (auf Oberflachen)
wachsende Zellen wie z.B. Fibroblasten oder Endothelzellen.

Typische kommerziell erhéltliche Medien fur Zellkulturen menschlichen Ursprungs
sind RPMI-1640, Dulbecco’s Modified Eagle Medium und Ham’s F12. Zum Wa-
schen der Zellen kennt der Fachmann Balaced Salt Solution, Hanks-Salze oder

Earle Salze.

Einfache Gefale fur das Kultivieren von Zellen kénnen Erlenmeyer-Kolben oder
Petrischalen aus Glas oder Kunststoff sein. Die Gefale werden mit einem bestimm-
ten Volumen Flussigmedium gefullt, mit Zellen angeimpft und Uber einen bestimm-
ten Zeitraum geschuttelt. Diese Gefalle weisen jedoch eine begrenzte Oberflache
auf, sodass das Zellwachstum stark limitiert ist. Weiterhin ist es schwer Kultivie-
rungsparameter wie pH-Wert und Temperatur direkt im Gefafl} zu tberprifen und zu
regulieren. Dazu muss stets eine Probe entnommen werden, ein Vorgang, der im-
mer eine Kontaminierungsgefahr darstellt, weil stérende Keime wie Pilze oder Bak-
terien eindringen kénnen. Auch der Wechsel von Medium ist mit einer Kontaminati-
onsgefahr verbunden, weil das verbrauchte Medium mit einer Pipette abgenommen

und das Gefal mit frischem Medium aufgefullt werden muss.
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FUr den industriellen Einsatz z.B. bei der Herstellung von Zellkulturen fur Impfstoffe
oder Stammzellen haben sich daher geschlossene Zellkulturschalen oder -flaschen
mit verschiedenartigen Strukturen zur OberflachenvergréRerung etabliert. Diese
OberflachenvergréRerungen werden meistens durch Rippen, auf denen die Zellen
zusatzlich wachsen kénnen, realisiert. Die Zellkulturschale oder —Flasche wird mit
Flussigmedium gefullt, mit Zellen angeimpft und durch eine Ruttel-, Schittel- oder
Wippvorrichtung bewegt, damit die Zellen mdglichst gut mit Nahrmedium umspult
werden und wachsen kénnen. Allerdings ist es auch bei Zellkulturschalen oder —
flaschen nicht méglich Kultivierungsparameter direkt im Gefal zu uberprufen und
zu regulieren. Die Zellkulturschale oder —Flasche muss fur eine Probenentnahme
gedffnet werden. Fur die Kultivierung von Zelllinien wie Stammzellen haben sich die
sogenannten Rollerflaschen etabliert. Dies sind runde Flaschen aus Glas oder
Kunststoff mit Deckel, die eine innenliegende glatte oder gerippte Oberflache auf-
weisen. Sie kénnen kontinuierlich Uber eine Rollvorrichtung gedreht werden, so
dass die im Inneren befindlichen Zellen kontinuierlich mit Medium umspult werden.
Die innenliegenden Strukturen zur OberflachenvergréRerung verhindern jedoch,
dass alle Bereiche im Inneren, die von Zellen bewachsen werden, auch zuverlassig
von Medium umspult werden. In diesen Bereichen, wo die Zellen nicht von Medium

umspult werden, wachsen die Zellen langsamer oder sterben ab.

Besonders zuverlassig zur Kultivierung von Zellen sind Bioreaktoren oder soge-
nannte Fermentersysteme. Dies sind Behélter, die mit einem festen Deckel ver-
schlielbar sind in denen sich Medium und Zellen befinden. Fermenter weisen keine
OberflachenvergréRerungen auf, weil sich die Zellen nicht an den Wénden des Fer-
menters anheften, sondern auf Mikropartikeln wachsen. Die gleichmafige Versor-
gung mit Medium ist in einem Fermenter sehr wichtig, haufig befindet sich im Deckel
ein zentral angeordneter massiver Ruhrer, der mit dem SchlieRen des Fermenters
in die Flussigkeit eintaucht und Medium und die darin befindlichen Zellen bewegt
bzw. rihrt. Der Ruhrer ist meist ein Propellerrihrer oder ein Paddelriihrer. Bekannte
Fermenter weisen verschiedene Zu- und Ablaufe auf, (ber die Medium, Gase oder

spezielle Nahrstoffe zugefuhrt werden. Es ist Ublich die Kultivierungsparameter wie
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pH-Wert und Temperatur Gber Sonden direkt im Gefa zu Uberprifen und zu regu-
lieren. Nachteilig ist an diesen Fermentern, dass sie sehr teuer sind und deshalb
nicht als Einwegobjekte benutzt werden. Aufgrund des Ruhrers, der auch am Boden
des Behalters befestigt sein kann, ist nur begrenzter Raum fur innenliegende Struk-
turen zur OberflachenvergréRerung vorhanden.

Weitere Nachteile der Kultivierung im Fermenter sind die Scherkrafte, welche durch
den Ruhrer entstehen. Diese entstehen in Abhangigkeit zur Ruhrgeschwindigkeit.
Dadurch ergibt sich die Problematik, dass bei zu geringer Ruhrerdrehzahl keine ho-
mogene Durchmischung und ausreichender Gasaustausch gewéhrleistet ist, bei zu
groRer Ruhrerdrehzahl dagegen die Zellen wegen der Scherkréfte Schaden neh-
men.

Sollen die Zellen von den Mikropartikeln geldst werden, ergeben sich auch hier tech-
nische Schwierigkeiten. Zuerst missen die Zellen von den Trégern abgeldst, und
anschlieRend getrennt werden. Wird z.B. Trypsin fur die Ablésung verwendet, sind
langere Einwirkzeiten notwendig, wodurch die Zellen Schaden nehmen kénnen. An-
schlieBend mussen die Zellen von den Mikropartikeln separiert werden, was einen
weiteren Prozessschritt mit allen damit verbunden Validierungs- und Investitions-
kosten darstellt.

Eine archimedische Schraube ist eine aus mehreren Windungen bestehende spira-
lig angeordnete Schraube zur Bewegung oder Férderung von festem oder flissigem
Material. Die Schraube dreht sich um eine massive Mittelachse bzw. einen Stab,
wobei mehrere Kammern gebildet werden. Durch die Rotation der Schraube bewe-
gen sich alle Kammern in Richtung des Schraubenendes und transportieren das
feste oder flussige Material. Die Kammern sind nach oben und unten durch jeweils
einen Blattabschnitt der Spirale begrenzt. Am oberen Ende der Schraube lauft das
Material aus der sich auflésenden Kammer aus, am Schraubenanfang entsteht eine
neue Kammer, die sich mit Material aus einem Zulauf fullt.

Physikalisch ist eine archimedische Schraube definiert durch folgende GréfRen:
Rohrdurchmesser der massiven Mittelachse, der Schraubendurchmesser, Aufstell-
winkel der gesamten Schraube relativ zur Standoberflache, die konstruktive Férder-
héhe, Flussigkeitsspiegeldifferenz, die maximale Férderhéhe, erforderliche hydrau-

lische Férderhdhe, Gangzahl, beschaufelte Lange und Steigung.
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Die archimedische Schraube ist als Ruhrervorrichtung in Bioreaktoren bzw. Fer-
mentern aus dem Stand der Technik bekannt und wird entweder als fest montiertes
Bauteil im Boden des Bioreaktors befestigt oder sie ist am Deckel befestigt. Sie
sorgt fur eine homogene Vermischung des Flussigkeitsvolumens, also Medium und
darin befindlichen Zellen. Die Bioreaktoren sind meist aus Metall (Edelstahl) oder
Glas gefertigt, die archimedische Schraube ist ebenfalls aus Metall gefertigt, damit
eine einfache Reinigung oder Sterilisierung maéglich ist. Bioreaktoren, die so gefer-
tigt sind, sind aufwendig und teuer in der Herstellung. Sie sind keine Einwegmateri-
alien. Da in der Biotechnologie verstérkt gentechnisch verénderte Zellen verwendet
werden, besteht ein erhdhter Bedarf an Einmalmaterialien. Die aufwendigen Reini-
gungsprozeduren entfallen so und Ruckstédnde kdnnen leichter und sicherer ent-

sorgt werden.

Aufgabe
Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es eine verbesserte Zellkultur-Flasche fur
adharente Zellen bereitzustellen, die eine gréere Oberflaiche zum Anhaften der
Zellen aufweist und die es erméglicht, dass die Zellen wahrend der Wachstumszeit

zuverlassig mit Medium umspult werden.

Lésung der Aufgabe
Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf gelést durch eine Vorrichtung geméai An-
spruch 1. Vorteilhafte Ausgestaltungen der Vorrichtung sind den Unteranspriuchen

zUu entnehmen.

Die Erfindung betrifft eine neuartige Zellkultur-Flasche 1 fUr adhé&rente Zellen (z.B.
humane mesenchymale Stammzellen).

Die erfindungsgemafe Zellkultur-Flasche 1 umfasst folgende Bauelemente:
Das Gefal 10 bildet die duRere Hulle der Zellkultur-Flasche 1. Es weist bevorzugt
eine Wandstarke von 0,1 bis 1 mm und einen Durchmesser D von vorzugsweise 5

cm bis 30 cm.
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Das GefaR 10 ist einstlckig ausgebildet und weist drei Teilbereiche auf: einen Bo-
denbereich 12, einen Deckelbereich 14 und Zylinderbereich 16, der zwischen Bo-
denbereich 12 und Deckelbereich 14 angeordnet ist. Dabei ist der Zylinderbereich
16 zylinderférmig ausgebildet. Das GefaR 10 weist im Deckelbereich 14 eine Off-
nung auf. Die dem Deckelbereich zugewandte Seite des Zylinderbereiches 16 ist
definitionsgeman die Oberseite des Zylinderbereichs. Die dem Deckelbereich ab-
gewandte Seite des Zylinderbereiches 16 ist definitionsgemar die Unterseite des
Zylinderbereichs. Der Bodenbereich 12 ist offen oder geschlossen ausgebildet.

Die erfindungsgemafe Zellkultur-Flasche 1 umfasst eine im Zylinderbereich 16 des
Gefales 10 angeordnete archimedische Schraube 30 mit einem entlang ihrer Mit-
telachse angeordneten flussigkeitsdurchstrémbaren Mittelrohr 40 sowie wenigstens
einer konzentrisch um das Mittelrohr 40 angeordneten Wand 50. Das Mittelrohr 40
dient dazu, dass mindestens eine Sonde fur die Uberwachung der Wachstumsbe-
dingungen der Zellen eingebracht werden kann oder Fluid eingeleitet bzw. entnom-
men werden kann. Die archimedische Schraube 30 bildet mehrere schraubenartige
Windungen um das Mittelrohr 40. Die archimedische Schraube 30 ist einsttickig mit
dem Zylinderbereich 16 des Geféalles 10 und der wenigstens einen Wand 50 ver-
bunden. Alternativ kbnnen auch mehrere Wande 50 verwendet werden (siehe Ab-
bildung Fig.2). Die archimedische Schraube 30 und die wenigstens eine Wand 50
sind einstuckig miteinander verbunden. Weiterhin sind die archimedische Schraube
30 und die wenigstens eine Wand 50 so angeordnet, dass ein Fluid (z.B. Medium
oder Gas) entlang der archimedischen Schraube 30 von der Unterseite des Zylin-
derbereiches 16 in den Deckelbereich 14 des Gefalles 10 gelangen kann, wenn
sich die erfindungsgemafe Zellkultur-Flasche 1 dreht oder sie gedreht wird.

In die erfindungsgemalle Zellkultur-Flasche 1 wird insbesondere in den Zylinderbe-
reich 16 Fluid (z.B. Medium oder Gas) mit den zu kultivierenden Zellen eingebracht,
so dass sich bei geeigneten Bedingungen das Fluid mit den Zellen im Inneren des
GeféalRes 10, also an der wenigstens einen Wand 50, an der archimedischen
Schraube 30, am Mittelrohr 40 und an der Innenseite des Gefales 10 verteilt. Dies
sind die inneren Oberflachen der Zellkultur-Flasche 1. Die Zellen haften an diesen
inneren Oberflachen an und wachsen. Gegenuber bekannten Vorrichtungen vergré-

Rern die wenigstens eine Wand 50 und die archimedische Schraube 30 die innere
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Oberflache der Zellkultur-Flasche 1, sodass mehr Zellen pro Flasche im Inneren
des Gefélles 10 anheften und wachsen kénnen.

Die archimedische Schraube 30 fullt den gesamten Innendurchmesser des Gefalles
10 aus. Das Mittelrohr 40 ist parallel zur Wand des Zylinderbereiches 16 angeordnet
und weist vorzugsweise einen AulRendurchmesser d von 0,5 bis 2,0 cm auf. Der
Innendurchmesser betragt bevorzugt 0,48 cm bis 1,98 cm. Das Mittelrohr 40 kann
aus dem Deckelbereich 12 des GefaRes 10 herausragen. Eine erste Offnung 41
befindet sich am oberen Ende des Mittelrohrs 40 an der Oberkante des Deckelbe-
reiches 14. Alternativ befindet sich die erste Offnung 41 in dem Bereich des Mittel-
rohrs 40, der aus dem Deckelbereich 12 herausragt

In einer alternativen Ausfuhrungsform der erfindungsgeméen Zellkultur-Flasche 1
umfasst diese im Deckelbereich 14 noch einen separaten Deckel zum Verschluss
und zur Vermeidung einer Kontamination beim Transport. Dieser Deckel ist so aus-
gebildet, dass er die Offnung 41 verschlieRen kann. Der Deckel weist dazu einen
leicht gréReren Durchmesser auf, als der Deckelbereich 14 des Gefales 10, sodass
die Verbindung zwischen dem Gefal? 10 und dem Deckel Uber eine Steckverbin-
dung erfolgt. Alternativ weisen Deckel und Gefa 10 Gewinde auf, so dass die Ver-
bindung zwischen dem Gefal} 10 und dem Deckel Uber verschrauben erfolgt. Der
Deckel weist vorzugsweise einen Filter auf, welcher einen Gasaustausch ermég-
licht, jedoch vor Kontaminationen schitzt, z.B. einen Sterilfilter.

Weiterhin ist es méglich, die erfindungsgemale Zellkultur-Flasche 1 Uber das Mit-
telrohr 40 und die erste Offnung 41 an ein Kultivierungssystem anzuschlieBen, z.B.
zur Zu- bzw. Ableitung von Fluid oder Zellen. Dies erfolgt z.B. Uber ein Schlauch-
system, das in Verbindung mit der erfindungsgemafen Zellkultur-Flasche 1 steht.
Weiterhin weist das Mittelrohr 40 eine zweite Offnung 42 im Inneren des GefaRes
10 an der Unterseite des Zylinderbereiches auf. Durch die erste Offnung 41 oder
die zweite Offnung 42 kénnen Fluid (z.B. Medium oder Gas) mit den zu kultivieren-
den Zellen in das Innere des Gefalles 10 gelangen und auch wieder entnommen
werden.

Die Steigung der archimedischen Schraube betragt bevorzugt 2 mm bis 10 mm.
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Mit Steigung ist hier der Abstand zwischen zwei Ebenen der archimedischen
Schraube 30 gemeint. Der Steigungswinkel a der archimedischen Schraube 30 be-
trégt bevorzugt ca. 2° bis 5°.

Die Zellkultur-Flasche 1 wird mit einem gewissen Inokulum an Fluid (z.B. Medium
oder Gas) mit den zu kultivierenden Zellen beftllt. Vorzugsweise erfolgt dies Uber
das Mittelrohr 40, sodass Fluid und Zellen in das Innere des Gefaes 10 gelangen
und dessen innere Oberflachen benetzen kénnen. Die Zellen kénnen sich dabei an
den konzentrischen Wanden 50 und an der innenliegenden archimedischen
Schraube 30 festsetzen und diese als Wachstumsoberflache nutzen. Durch Dre-
hung der Zellkultur-Flasche 1 werden alle Bereiche des Inneren des Gefales 10
benetzt und es kommt zu einer optimalen Durchmischung des Fluid (z.B. Medium
oder Gas) mit den zu kultivierenden Zellen.

Das GefaR 10 weist bevorzugt auRerhalb des Mittelrohres 40 eine Offnung 11 im
Deckelbereich 14 auf. Uber diese Offnung 11 des Gefales 10 kénnen Zellen und
verbrauchtes Fluid (z.B. Medium oder Gas) enthommen werden.

Der bevorzugte Ausstellwinkel B des GefaRes 10 und damit der archimedischen
Schraube 30 betragt zwischen 15° und 60° bevorzugt weniger als 45°. Ein geringe-
rer Ausstellwinkel ist vorteilhaft, um mit weniger (oft sehr teurem) Fluid (z.B. Me-
dium) die Mindestfullhéhe zu erreichen. Der Winkel kann auch kleiner als 30° sein,
entscheidend ist, dass bei Drehung der Zellkultur-Flasche 1 Fluid ins Innere des
GefaRes 10 geférdert wird und dabei Gas verdrangt, bevor es durch das Mittelrohr
40 zuruckflief3t.

Die Schichtdicken der Bereiche der erfindungsgeméen Zellkultur-Flasche 1 betra-
gen vorzugsweise zwischen 0,1 mm und 2,0 mm. Die minimale bzw. maximale még-
liche Schichtdicke ist dabei auch vom Herstellungsverfahren abhangig. Wenn die
erfindungsgeméie Zellkultur-Flasche 1 mehrere Wénde 50 umfasst, betragt deren
Abstand vorzugsweise zwischen 3 mm und 10 mm. Als vorteilhaft hat sich eine An-
zahl von 2 bis 16 Wanden erwiesen.

In einer zweiten AusfUhrungsform der erfindungsgemafRen Zellkultur-Flasche 1
weist diese noch eine Beschichtung auf. Diese ist auf der Oberflache der archime-
dischen Schraube 30, der wenigstens einen Wand 50 und/oder der Innenseite des

Gefales 10 angebracht. Sie dient dazu, dass sich die Zellen besser an den inneren
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Oberflachen der Zellkultur-Flasche 1 anhaften und diese méglichst vollstandig be-
siedeln kdnnen. Die Beschichtung umfasst Polysaccharide und/oder Peptide. Alter-
nativ kann die Oberflache mittels eines Plasmas hydrophilisiert werden.

In einer dritten Ausfuhrungsform der erfindungsgeméanen Zellkultur-Flasche 1 weist
diese einen geschlossenen Bodenbereich 12 auf, sodass die Zellkultur-Flasche 1
im unteren Bereich geschlossen ausgebildet ist. Der Bodenbereich 12 ist einstiickig
mit dem Zylinderbereich 16 und dem Deckelbereich 14 ausgebildet.

In einer vierten Ausfihrungsform der erfindungsgeméfen Zellkultur-Flasche 1 weist
diese einen Drehmechanismus zum Drehen des Geféalles 10 auf. Der Drehmecha-
nismus ist z.B. ein Motor. Er ist am Bodenbereich 12 anbringbar. Die Verbindung
des Drehmechanismus mit dem Bodenbereich 12 erfolgt z.B. mit mindestens einem
Dorn, mittels mindestens einer Ein- oder Ausstulpung oder mittels Magneten oder
ahnlichen Befestigungsmdéglichkeiten. Der Drehmechanismus ist in der Lage, das
Gefarl 10 mit der archimedischen Schraube 30 in einer beliebigen Geschwindigkeit
zu drehen, so dass bei Verwendung mit adharenten Zellen und Fluid im Inneren des
Gefales 10 méglichst grolle Anteile der inneren Oberflache mit Fluid umspult wer-
den, um so ein optimales Wachstum der adharenten Zellen zu gewahrleisten.

In einer funften AusfUhrungsform der erfindungsgemafen Zellkultur-Flasche 1 weist
diese mindestens einen Filter im Mittelrohr 40 auf. Der Filter ist fur Gase durchlés-
sig, schatzt aber das Innere der Zellkultur-Flasche 1 vor Kontaminationen. Erist z.B.
ein Sterilfilter. Dieser kann dabei direkt im Mittelrohr oder jeder der Offnungen 11,
41, 42 angeordnet sein.

In einer sechsten Ausfuhrungsform weist das Mittelrohr 40 eine dritte Offnung 43
auf. Diese befindet sich an der Kontaktstelle des Mittelrohres 40 mit dem Deckelbe-
reich 14 des Gefales 10. Diese Offnung 43 dient als Uberlauf, sodass Fluid (z.B.
Medium oder Gas) mit den zu kultivierenden Zellen, wenn es den Deckelbereich 14
des Gefales 10 erreicht, Uber das Mittelrohr 40 wieder in den Bodenbereich 12 des
GefaRes 10 zurickflieBen kann. In dieser Ausfuhrungsform kann die Offnung 11
entfallen.

Weiterhin ist es moglich die erfindungsgemale Zellkultur-Flasche 1 in einem Kulti-

vierungssystem zu verwenden. Dabei erfolgen der Zustrom und/oder die Entnahme
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von Fluid (z.B. Medium oder Gas) mit den zu kultivierenden Zellen Uber das Mittel-
rohr 40.

Die erfindungsgemale Zellkultur-Flasche 1 erfullt innerhalb eines Kultivierungssys-
tems die Aufgabe eines Einwegreaktors bzw. eines Einweg-Ruihrreaktors. Dies ist
vorteilhaft fur Produktionsprozesse von scherempfindlichen Zellen (Suspensions-
und adhérente Kulturen) und pharmazeutischen Produkten, ebenso wie zur Herstel-
lung von Medien, Inokulum und Mischprozessen. Die erfindungsmafe Zellkultur-
Flasche 1 ist dabei als Einwegflasche ausgebildet.

Der Vorteil der Verwendung von Einwegsystemen liegt in der Elimination von Steri-
lisation in Place (SIP), Cleaning in Place (CIP) und somit der Reduktion von Pro-
zesszeiten. Auch wird das Risiko von Kreuzkontaminationen reduziert, der Qualifi-
zierungs- und Validierungsaufwand eines Prozesses wird reduziert, was in der Ge-
samtbetrachtung Kostenersparnisse von bis zu 50% ermdglich. Es ist keine CIP-
Validierung fur ein externes Abtrennsystem notwendig.

Bei Bewegung des Gefalles 10 mit der archimedischen Schraube 30 findet eine
Bewegung und gleichmaniger Austausch von Fluid (z.B. Medium oder Gas) mit den
zu kultivierenden Zellen statt, so dass die Zellen Uber den Kultivierungszeitraum
gleichmanig gut versorgt werden. Diese Funktion entspricht einem Rihrer in einem
Ruhrreaktor. Durch das innenliegende senkrecht stehende Mittelrohr 40 kann von
aufden einfach und auf sterile Weise eine oder mehrere Messsonden zum Messen
von Temperatur, pH-Wert, Gasgehalt 0.4. eingefuhrt werden, frisches Fluid oder
zusatzliche Stoffe wie Trypsin hinzugeflgt werden und/oder verbrauchtes Fluid ab-
genommen werden, um den Kultivierungsprozess (also Zellen und/oder Fluid) zu
Uberwachen, zu messen, zu steuern und zu regeln. Ausleitung und Einleitung des
Fluids sind zeitlich separiert durchfuhrbar. Die Einleitung von frischem Fluid kann
Uber eine Sonde im Mittelrohr 40 erfolgen, sodass frisches Fluid das Gefal 10 Uber
die zweite Offnung 42 des Mittelrohres 40 erreicht. Die Entnahme von verbrauchtem
Fluid und/oder Zellen kann Uber eine zweite Sonde Uber die Offnung 11 im Deckel-
bereich 14 oder die Offnung 41 erfolgen. Diese Anordnung erméglicht eine Automa-
tisierung des Kultivierungsprozesses. Die Zellvermehrung wird deutlich gesteigert,
bei gleichzeitiger Material- und Personalersparnis. Besonders vorteilhaft ist es, dass

durch die erfindungsgemafie Anordnung der Bauteile der Zellkultur-Flasche 1, eine
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wesentlich geringere Impfdichte an zu kultivierenden Zellen erforderlich ist, weil die
Zellen zuverlassig mit Fluid umspult werden und eine gréRere Oberflache fur das
Wachstum vorhanden ist.

Das Kultivierungssystem umfasst dabei bevorzugt noch weitere Bauelemente:

Ein Messmittel zur Erfassung verschiedener Parameter, die flr eine erfolgreiche
Zellkultivierung wichtig sind, z.B. pH-Wert, Sauerstoffpartialdruck, CO»-Partialdruck,
Temperatur als Messdaten. Messmittel kbnnen sein z.B. eine pH-Messsonde, eine
Sauerstoffsonde, eine Temperaturmesssonde und/oder weitere Messsonden. Die
Messung dieser Parameter kann dabei Uber Impedanzspektroskopie erfolgen. Dies
ermdglicht es, die Zellzahl der Zelllinie, deren Vitalitat und eventuell Produktionsak-
tivitat zu kontrollieren und so den gesamten Kultivierungsverlauf zu automatisieren,
sodass ein exaktes Ende des Kultivierungsvorganges festlegbar ist.

Das Kultivierungssystem umfasst weiterhin ein Auswertemittel, um die Messdaten
des Messmittels auszuwerten und mit Referenzdaten zu vergleichen und ein Ab-
weichen des Messdaten festzustellen. Das Auswertemittel wertet zur Erkennung
von Problemen bei der Zellkultivierung besonders vorteilhafterweise die Messpara-
meter gemeinsam aus, sodass die Zuverlassigkeit gesteigert und die Wahrschein-
lichkeit einer Fehlfunktion durch eine mangelhafte Messdatenbasis verringert wird.
Die Ubertragung der vom Messmittel erzeugten Messdaten an ein Auswertemittel
kann kabelgebunden oder drahtlos erfolgen.

Vorzugsweise umfasst das Auswertemittel noch eine Datenbank oder einen Zugriff
auf eine Datenbank oder auf hinterlegte Referenzdaten der Messdaten. Mit diesen
Referenzdaten kénnen dann die erfassten Messdaten im Inneren der Zellkultur-Fla-
sche 1 verglichen werden. Die Abweichungen werden erfasst, gespeichert oder ver-
sendet z.B. einer Steuerungseinheit, die den Gesamtprozess steuert und Fehlfunk-
tionen entgegenwirkt. Weiterhin umfasst das Kultivierungssystem vorzugsweise ein
Ausgabemittel zur Ausgabe der vom Messmittel gemessenen Messdaten und/oder

der bestimmten Abweichungen zu den Referenzdaten.
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Die erfindungsgemafe Zellkultur-Flasche 1 ist bevorzugt aus einem Material gefer-
tigt, welches zur additiven Fertigung geeignet ist, wie z.B. Kunststoff z.B. Acrylnitril-
Butadien-Styrol (ABS), Acrylester-Styrol-Acrylnitril (ASA), High-Impact Polystyrene
(HIPS) ,thermoplastisches Elastomere (TPE), Polycarbonate (PC), Polylactide
(PLA), Polyethylenterephthalat (PET), Polyethylenterephthalat Glycol (PETG), Po-
lymethylmethacrylat (PMMA) oder Polyvinylalkohol (PVA oder PVOH). Alternativ
wird als Material Harz verwendet. Harze sind nach ISO 4618:2014 durch Polymeri-
sations-, Polyadditions- oder Polykondensationsreaktionen synthetisch hergestellte
Stoffe. Geman den Konventionen der IUPAC sind dies weiche Feststoffe oder hoch-
viskose Substanzen, die Ublicherweise Prepolymere mit reaktiven funktionellen
Gruppen enthalten. Synthetisch hergestellte Harze bestehen bei der Verarbeitung
in der Regel aus zwei Hauptkomponenten. Die Vermischung beider Teile (Harz und
Harter) ergibt eine reaktionsfahige Harzmasse. Bei der Hartung steigt die Viskositat
an und nach abgeschlossener Hartung erhalt man einen unschmelzbaren Kunst-
stoff.

Die Herstellung der erfindungsgemalen Zellkultur-Flasche 1 erfolgt mittels additiver
Fertigungsverfahren wie z.B. Selective Laser Sinthering (SLS) / Selektives Laser-
schmelzen, Fused Deposition Modeling (FDM), Stereolithografie (SLA / DLP). Diese
Verfahren sind dem Fachmann bekannt. Mit ihnen ist es méglich, Uberhange und
Hohlraume zu drucken, ohne dass ein StUtzmaterial verwendet und dieses nach
dem Druck entfernt werden muss. Die genannten Verfahren sind dem Fachmann
bekannt. Es ist bevorzugt die erfindungsgemaéafe Zellkultur-Flasche 1 sterilisiert her-
zustellen. FUr FDM gibt es bereits kommerziell erhaltliches steriles Material und das
Verfahren wird steril durchgefuhrt, so dass die erfindungsgeméfe Zellkultur-Fla-
sche 1 steril hergestellt wird. Auch bei SLA und SLS fuhrt die Herstellung zu einer
sterilen Flasche. Alternativ wird die erfindungsgemafe Zellkultur-Flasche 1 erst

nach der Fertigung sterilisiert, z.B. Uber Gamma-Sterilisation.
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Ein Verfahren zur Kultivierung von Zellen in einer erfindungsgemafen Zellkultur-
Flasche 1 umfasst wenigstens folgende Schritte:
a) Befullen der Zellkultur-Flasche 1 mit Fluid (Medium, Flussigkeit, Gas)
b) Zugabe der zu kultivierenden Zellen in die Zellkultur-Flasche 1
c) Drehen der Zellkultur-Flasche 1 so dass sich das Fluid verteilt und die Zellen
bedeckt, so dass sich die Zellen im GefaR 10, in der archimedischen
Schraube 30, an der wenigstens einen Wand 50 und dem Mittelrohr 40 fest-
setzen und teilen kénnen
d) Entfernen des Fluids bei einer bestimmten Zelldichte
e) Zugabe eines Puffers in die Zellkultur-Flasche 1, um die Zellen zu waschen.
f) Abldsen der Zellen vom Gefal 10, der archimedischen Schraube 30, der we-
nigstens einen Wand 50 und dem Mittelrohr 40
g) Stoppen der Ablésereaktion durch Zugabe von frischem Fluid

h) Entnahme des Fluids mit losgeldsten kultivierten Zellen

Das Befullen der Zellkultur-Flasche 1 in Schritt a) erfolgt z.B. mittels einer serologi-
schen Pipette, wobei Uber das Mittelrohr 40 so viel Fluid in die Zellkultur-Flasche 1
eingefullt wird, dass bei einer Rotation der Zellkultur-Flasche 1 das Fluid soweit in
Richtung Deckelbereich 14 geférdert wird, dass das geférderte Fluid innerhalb der
archimedischen Schraube das dort verbleibende Gas verdrangt.

Das Entfernen des Fluids in Schritt d) erfolgt z.B. mittels einer serologischen Pipette.
Der Puffer in Schritt e) ist z.B. PBS. Er ist gut zum Waschen der Zellen geeignet.
Das Ablésen der Zellen in Schritt f) erfolgt durch Zugabe von Trypsin oder einem
vergleichbaren Enzym zum Ablésen der Zellen z.B. mittels einer serologischen Pi-

pette.
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Ausfiihrungsbeispiele

Ausfiihrungsbeispiel 1: Verwendung der erfindungsgemaien Zellkultur-Flasche 1
im Stand-alone Betrieb:

Die Zellkultur-Flasche 1 wird in aseptischer Umgebung (z.B. Sicherheitswerkbank)
mit geeignetem Fluid fur die zu kultivierenden Zellen und einer Starterkultur aus zu
kultivierenden Zellen befullt. Anschliel3end wird die Zellkultur-Flasche 1 mittels
Drehmechanismus gedreht oder auf eine Drehapparatur gelegt. Eine solche Dreh-
apparatur umfasst bevorzugt mindestens zwei Rollen, auf welche die Zellkultur-Fla-
sche 1 gelegt wird. Die beiden Rollen drehen sich, wodurch die darauf liegende
Zellkultur-Flasche 1 in entgegengesetzte Richtung in Rotation versetzt wird. Die
Drehapparatur liegt waagerecht oder bevorzugt in einem Anstiegswinkel B des Ge-
fakes 10. Eine fur die Zellen geeignete Rotationsgeschwindigkeit ist an der Dreh-
apparatur einstellbar. Die Drehapparatur kann wie ein Brutschrank eingehaust sein,
sodass wichtige Parameter wie z.B. Temperatur, Oz-Partialdruck und CO»-Partial-
druck im Inneren konstant gehalten werden kénnen. Die Zellen, die kultiviert wer-
den, sind adharente Zellen, wie z.B. humane mesenchymale Stammzellen. Die Zeit-
dauer der Kultivierung ist je nach Zellart unterschiedlich, im allgemeinem dauert sie

bis zu einer bestimmten Zelldichte, die dem Fachmann bekannt ist.

Die Entnahme der kultivierten Zellen ist dem Fachmann bekannt und erfolgt nach

Standardvorgaben.

Ausfiihrungsbeispiel 2: Verwendung der erfindungsgemaien Zellkultur-Flasche 1
in einem klassischen Bioreaktor, z.B. in einem schrag stehenden Bioreaktor, an
Stelle eines Ruhrers.

In dieser Ausfuhrungsform ist die Zellkultur-Flasche 1 im Bodenbereich 12 offen,
sodass die Schaufel der archimedischen Schraube 30 offen liegt. Die Zellkultur-Fla-
sche 1 befindet sich als Gesamtes vollstédndig im Inneren eines Reaktorkessels 2
eines Bioreaktors (siehe Figur 5). Ubliche Bioreaktoren und Reaktorkessel sind dem
Fachmann bekannt. Der Reaktorkessel 2 wird wie Ublich mit Fluid und Zellen befullt,
beheizt und begast, damit die geeigneten Reaktionsbedingungen fur das Wachstum

der zu kultivierenden Zellen erreicht werden. Das Fluid und die zu kultivierenden
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Zellen werden von auf3en in den Reaktorkessel 2 zu- und abgefthrt, so dass durch
Rotation der Zellkultur-Flasche 1 auch Fluid und Zellen ins Innere des Gefalkes 10
gelangen. Die erfindungsgemale Zellkultur-Flasche 1 Ubernimmt im Inneren des
Reaktorkessels 2 die Funktion eines Ruhrers. Der Reaktorkessel 2 wird soweit mit
Fluid befllt, so dass dieses durch Rotation der Flasche ins Innere des Gefalkes 10
gelangt. Die Rotation erfolgt indem ein externen Drehmechanismus an der Zellkul-
tur-Flasche 1 angebracht wird, z.B. Uber das Mittelrohr 40. Dieser kann z.B. wie bei
Ruhrkesselreaktoren fur die Ruhrerwelle Ublich, Uber eine Steckverbindung auller-
halb des Kessels angebracht sein (Abbildung Figur 5). Der Bioreaktor ist mit den
dem Fachmann bekannten Sonden 3 fur pH-Wert, Temperatur, Oz-Partialdruck,
COy-Partialdruck etc. ausgestattet und mit einem Steuerungssystem z.B. einem
Prozessleitsystem verbunden. Daruber kénnen die Kultivierungsbedingungen im
Reaktor jederzeit gemessen und nachjustiert werden. Die Kultivierung endet, wenn
die gewlnschte Zelldichte in der erfindungsgemafien Zellkultur-Flasche 1 erreicht
ist. Dann wird das Fluid aus dem Reaktorkessel 2 und auch aus dem Inneren der
erfindungsgeméanen Zellkultur-Flasche 1 entfernt und ein geeigneter Puffer wie z.B.
PBS zugefthrt, um die Zellen zu waschen. AnschlieBend wird unter Rotation der
erfindungsgemalen Zellkultur-Flasche 1 ein Enzym, wie beispielsweise Trypsin in
den Reaktorkessel 2 und die erfindungsgemane Zellkultur-Flasche 1 eingeflllt, um
die Zellen von der Oberflache im Inneren der erfindungsgeméaen Zellkultur-Flasche
1 zu I6sen. Danach wird in den Reaktorkessel 2 und die erfindungsgemafe Zellkul-
tur-Flasche 1 frisches Fluid zugefuhrt, so dass die Zellen in einer Suspension vor-

liegen und fur die spéater vorhergesehene Anwendung geerntet werden kénnen.
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Abbildungslegenden und Bezugszeichenliste

Fig. 1 zeigt beispielhaft eine Ausfuhrungsform der erfindungsgemaien Zellkultur-
Flasche 1. Der gezeigte geschlossene Bodenbereich 12 ist dabei optional. Weiter-
hin ist die dritte Offnung 43 des Mittelrohrs 40 optional.

Fig. 2 zeigt eine beispielhafte Anordnung mehrerer Wéande 50 um das Mittelrohr 40.
Die Ubrigen Bauteile der Zellkultur-Flasche 1 sind aus Ubersichtlichkeitsgrinden in
dieser Abbildung nicht gezeigt.

Fig. 3 zeigt beispielhaft in einer Seitenansicht Fig. 3a eine archimedische Schraube
30 mit einem Mittelrohr 40. Die Fig. 3b zeigt den Langsschnitt an.

Fig. 4 zeigt wie stark die Wachstumsoberflache F im Gefald 10, im Verhaltnis zum
Radius R des Gefalkes 10 anwachst. In diesem Beispiel weist der Zylinderbereich
16 eine H6he von 16 cm bis 20 cm auf und umfasst 20 Windungen, bei 0,8 cm Ab-
stand zwischen den Wanden 50.

Fig. 5 zeigt die Verwendung der erfindungsgemafen Zellkultur-Flasche 1 an Stelle

eines Ruhrers in einem schrag stehenden klassischen Bioreaktor.
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Bezugszeichenliste

1 Zellkultur-Flasche

2 Reaktionskessel

3 Sonden

4 Zufluss

5 Abfluss

6 Fluid

7 Drehmechanismus des Ruhrkesselreaktor
10 GefaR

11 Offnung des GefaRes 10

12 Bodenbereich

14 Deckelbereich

16 Zylinderbereich

30 archimedische Schraube

40 Mittelrohr

41 erste Offnung des Mittelrohres 40

42 zweite Offnung des Mittelrohres 40

43 dritte Offnung des Mittelrohres 40

50 Wand

a Anstiegswinkel der archimedischen Schraube 30
B Anstiegswinkel des Gefalles 10

D Durchmesser des GefalRes 10

PCT/EP2020/051093
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Anspriiche

Zellkultur-Flasche (1) umfassend

e ein Gefal (10), umfassend drei Teilbereiche: einen Bodenbereich (12), einen
Deckelbereich (14) und einen dazwischen angeordneten Zylinderbereich
(16),

e eine im Zylinderbereich (16) des GefaRes (10) innenliegend angeordnete ar-
chimedische Schraube (30) mit einem entlang ihrer Mittelachse angeordne-
ten flussigkeitsdurchstréombaren Mittelrohr (40),

¢ wenigstens eine konzentrisch um das Mittelrohr (40) angeordnete Wand (50),
welche sich Uber den gesamten Zylinderbereich (16) des Gefales (10) er-
streckt,

dadurch gekennzeichnet, dass die Zellkultur-Flasche einstlckig ausgebildet

ist und wobei das Mittelrohr (40) so ausgebildet ist, dass es eine erste Offnung

(41) an der AuRenseite des Geféles (10) im Deckelbereich (14) aufweist und

eine zweite Offnung (42) im Inneren des GefaRes (10) an der Unterseite des

Zylinderbereiches (16) aufweist und wobei die archimedische Schraube (30) ein-

stlickig mit dem Zylinderbereich (16) des Gefales (10) und der wenigstens einen

Wand (50) verbunden ist, wobei die archimedische Schraube (30) und die we-

nigstens eine Wand (50) so angeordnet sind, so dass bei einer Drehung der

Zellkultur-Flasche (1) ein Fluid entlang der archimedischen Schraube (30) von

der Unterseite des Zylinderbereiches (16) in den Deckelbereich (14) des Geféa-

Res (10) gelangen kann.

Zellkultur-Flasche (1) gemal Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass das

Gefal (10) eine Offnung (11) im Deckelbereich (14) auRerhalb des Mittelrohres

(40) aufweist.

Zellkultur-Flasche (1) gemall Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet,

dass die Zellkultur-Flasche (1) eine Beschichtung umfassend Polysaccharide

und /oder Peptide aufweist, wobei diese auf der Oberflache der archimedi-
schen Schraube (30), der wenigstens einen Wand (50) und/oder der Innenseite
des Geféales (10) angebracht ist, sodass Zellen an den inneren Oberflachen

der Zellkultur-Flasche (1) anhaften und wachsen kénnen.
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. Zellkultur-Flasche (1) gemaf einem der vorangegangenen Anspruche

dadurch gekennzeichnet, dass sie einen geschlossenen Bodenbereich (12)
aufweist, sodass die Zellkultur-Flasche (1) an der Unterseite des Zylinderberei-
ches (16) geschlossen ausgebildet ist, wobei der Bodenbereich (12) einstuickig

mit dem Zylinderbereich (16) verbunden ist.

. Zellkultur-Flasche (1) gemaf einem der vorangegangenen Anspriche dadurch

gekennzeichnet, dass die Zellkultur-Flasche (1) einen Drehmechanismus zum
Drehen des Gefalies (10) aufweist, wobei dieser Drehmechanismus am Boden-
bereich (12) des Gefalles (10) anbringbar ist.

. Zellkultur-Flasche (1) gemal einem der vorangegangenen Anspruche dadurch

gekennzeichnet, dass die Zellkultur-Flasche (1) im Mittelrohr (40) einen Filter

aufweist.

. Zellkultur-Flasche (1) gemaf einem der vorangegangenen Anspriche dadurch

gekennzeichnet, dass das Mittelrohr (40) eine dritte Offnung (43) aufweist,
wobei sich diese an der Kontaktstelle des Mittelrohres (40) mit dem Deckelbe-
reich (14) des Gefélles (10) befindet, sodass Fluid vom Bodenbereich (12) Uber
die archimedische Schraube (30) zum Deckelbereich (14) des Gefaes (10) ge-
langen und Uber die dritte Offnung (43) in das Mittelrohr 40 wieder an die Unter-

seite des Zylinderbereiches (16) des GeféRes (10) zurtckflieRen kann.

. Zellkultur-Flasche (1) gemafl einem der vorangegangenen Anspriche dadurch

gekennzeichnet, dass sie aus einem Material gefertigt ist, das zur additiven

Fertigung geeignet ist.

. Zellkultur-Flasche (1) gemal Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, dass das

Material ausgewanhlt ist aus der Gruppe Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS), Ac-
rylester-Styrol-Acrylnitril (ASA), High-Impact Polystyrene (HIPS), thermoplasti-
sche Elastomere (TPE), Polycarbonate (PC), Polylactide (PLA), Polyethylen-
terephthalat (PET), Polyethylenterephthalat Glycol (PETG), Polymethylmethac-
rylat (PMMA) oder Polyvinylalkohol (PVA oder PVOH.

10. Kultivierungssystem, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Zellkultur-Fla-

sche (1) geman einem der Anspriche 1 bis 9 umfasst.

11.Verwendung einer Zellkultur-Flasche (1) gemaR einem der Anspriche 1 bis 9

zur Kultivierung von Zellen.
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12. Verfahren zur Kultivierung von Zellen in einer Zellkultur-Flasche (1) gemaf der
Anspruche 1-9 umfassend wenigstens die Schritte:
a) Beflllen der Zellkultur-Flasche (1) mit Fluid
b) Zugabe der zu kultivierenden Zellen in die Zellkultur-Flasche (1)

5 c) Drehen der Zellkultur-Flasche (1) so dass sich das Fluid verteilt und die
Zellen bedeckt, so dass sich die Zellen im Gefald (10), in der archimedi-
schen Schraube (30), an der wenigstens einen Wand (50) und dem Mit-
telrohr (40) festsetzen und teilen kénnen

d) Entfernen des Fluids bei einer bestimmten Zelldichte
10 e) Zugabe eines Puffers in die Zellkultur-Flasche (1), um die Zellen zu wa-
schen
f) Ablésen der Zellen vom GefaR (10), der archimedischen Schraube (30),
der wenigstens einen Wand (50) und dem Mittelrohr (40)
g) Stoppen der Ablésereaktion durch Zugabe von frischem Fluid

15 h) Entnahme des Fluids mit losgeldsten kultivierten Zellen

20



