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Introduction

Un des objectifs du développement de
bioprocédés upstream de cellules de mam-
miferes consiste a fournir au secteur de

la fabrication clinique un procédé robuste
et sr qui finalement produise assez de
matiere pour répondre aux besoins des
¢tudes. Les équipes de développement de
ces procédeés sont de plus en plus appelées
a faire plus mais en moins de temps. Par
conséquent, les stratégies d'alimentation
automatisées sont de plus en plus répan-
dues puisqu'elles permettent de réduire les
efforts de développement, mais également
d'améliorer les performances des procédés
et la cohérence des attributs du produit.

Cette note d'application présente I'exemple
détaillé d'une méthode qui permet de régu-
ler I'alimentation du glucose. Le matériel

et les méthodes montrent comment y par-
venir a l'aide d'un appareil et d'un équipe-
ment de Sartorius Stedim Biotech. Nous
proposons également une vue d'ensemble
des résultats et un examen des données
afin de souligner certains des principaux
avantages qu'offre cette méthode quand
on I'applique a d'autres procédés.

Matériel et méthodes

Le systeme de commande du bioréacteur
était un BIOSTAT® B-DCU. Le BIOSTAT®
B-DCU est un bioréacteur congu pour I'op-
timisation et la caractérisation de procédeés
avances et il est doté d'une option de régu-
lateur de la concentration du glucose.
L'intégration du BioPAT” Trace permet de
controler le taux de glucose en temps réel
en définissant une valeur de consigne du
glucose dans le logiciel de commande
BIOSTAT® B-DCU. Au cours des deux pre-
miers essais, la concentration du glucose in
situ a été maintenue par des alimentations
intermittentes par bolus. Ensuite, le troi-
sieme essai a utilisé un régulateur de la
valeur de consigne du glucose avec des
réglages PID définis et une pompe péristal-
tique interne avec régulation de la vitesse.

Le glucose est le principal composant de
I'alimentation d'une culture cellulaire. Il
sert de point de départ a tous les processus
de croissance et d'énergie dans les cellules.
En s'assurant que les cellules n'ont pas trop
ou pas assez de glucose, on leur permet, de
se développer rapidement et de maximiser
la sécrétion du produit. Par ailleurs, il a été
constaté qu'une concentration de glucose
trop élevée a un effet sur le taux de glyco-
sylation des protéines solubles secrétées. Le
controle du glucose disponible permettrait
donc d'améliorer la régularité des schémas
de glycosylation sur les produits finaux et
par conséquent d'améliorer la qualité.
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Le BioPAT” Trace a été configuré pour mesurer le glucose et le
lactate en mode dialyse avec une fréquence d'échantillonnage
de 20 minutes. Il était réglé sur un protocole d'autocalibration
entiérement automatisé au niveau de la fonction de l'onglet de
I'échéancier. Chaque essai de 17 jours a utilisé 12 L de tampon de
transfert, deux solutions de calibration (niveau élevé : 10 g/L de
glucose ; niveau faible : 1 g/L de glucose) et un récipient de 10 L
pour les déchets raccordé au set de tubes. La sonde de dialyse a été
préparée, remplie et installée dans I'UniVessel® Glass 5 L avant |a
stérilisation, puis connectée au set de tubes BioPAT® Trace et
amorcée pour I'analyse avant l'inoculation.

L'UniVessel® Glass 5 L était équipé de deux agitateurs a hélice a

3 pales pour une faible contrainte de cisaillement et une bonne
homogénéisation du bouillon de culture cellulaire. Les pales
¢taient installées avec un angle de 30° et réglées pour un pompage
descendant. Un diffuseur de gaz annulaire avec des orifices dirigés
vers le haut a été utilisé pour tous les essais. De plus, la cuve était
equipée de plusieurs ports d'alimentation, d'un capteur de pH
classique, d'un capteur de p0,, d'une sonde de dialyse, d'un
condenseur et de filtres de gaz.

Pour évaluer l'intégration du BioPAT® Trace dans le BIOSTAT®
B-DCU, on a utilisé un procédé fed batch de cellules CHO.

La culture de 17 jours comprend une phase batch de 3 jours et une
phase fed batch de 14 jours. Aprés I'inoculation avec 0,3 x 10 cel-
lules/mL, le pic de densité des cellules viables (VCD) est habituelle-
ment atteint le 8¢ jour avec 25 - 30 x 10° cellules/mL et une viabi-
lité de 99 %. Aprés la phase de coloration au cours des 9 jours qui
suivent, le VCD devrait étre supérieur 3 10 x 106 cellules/mL avec
une viabilité de plus de 50 % au point de récolte.

L'alimentation par bolus a partir du 3¢ jour consiste en un milieu
d'alimentation A (FMA), un milieu d'alimentation B (FMB) et une
solution de glucose fortement concentrée (400 g/L). La quantité
de FMA et de FMB est constante pendant toute la phase fed batch.
Le 7¢ jour, il est en général nécessaire d'ajouter du glucose pour
maintenir une concentration de glucose d'au moins 3 g/L dans

le bouillon de culture cellulaire. Le processus d'alimentation est
automatise a I'aide de balances et de pompes connectées a l'unité
de commande numérique (DCU) et une recette S88 dans le logiciel
SCADA BioPAT® MFCS.

Les analyses représentaient une partie essentielle de cette
évaluation. Des mesures de glucose et de lactate hors ligne ont
notamment été effectuées avec le radiometre ABL 800 basic.
La VCD et la viabilité ont été analysées avec un Cedex HiRes.

En tout, trois essais différents ont été réalisés a I'aide des caracté-
ristiques suivantes :

1. Controle
La technologie Trace a été utilisée uniquement pour controler la
tendance en ligne du glucose pendant toute la culture.

2. Lavaleur en ligne remplace la mesure hors ligne
Un échantillon est préleve chaque jour pendant la culture de
cellules CHO. La valeur hors ligne du glucose est utilisée pour
obtenir une certaine concentration de glucose dans le bioréac-
teur. Pendant le 2€ essai, la valeur en ligne du glucose est utili-
sée a la place de la valeur hors ligne pour la procédure
d'alimentation.

3. Régulation du glucose
Pendant le troisiéme essai, la régulation du glucose 4 6 g/L a été
activée au bout de 6 jours. L'alimentation habituelle par bolus
de FMA a été modifiée en alimentation continue afin de réduire
les pics de concentration du glucose.

Schéma d'alimentation des essais 1 et 2 :

e ] DRDDRRRRDRRBD
K P N\
) DODOD
= y Y5 Y5Y

P N Y T N\ W |
\ \ \ \ \ \ \
Glucose 8x |: )|: I _,w o)
Yy Vv~V

Fed batch Récolte
14 jours Jour 17

N
B
/]

N A
\\ Y
) )
/
Y /
v Y

\ —\
\ [\
M)
4 4
Y —

'\
\
N
/

Y —

Batch
3 jours

Illustration 1 : Schéma d'alimentation des essais 1 et 2

Le schéma d'alimentation était identique pour les essais 1 et 2.
Aucun milieu n'a été ajouté a la culture pendant la phase batch.
Le 3¢ jour, une alimentation quotidienne par bolus de FMA et FMB
a démarré. Une alimentation supplémentaire de glucose(400 g/L)
a été démarrée quand le glucose est passé sous 6 g/L.
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Illustration 2 : Schéma d'alimentation 3

Dans le 3¢ essai, I'alimentation par bolus de FMA a été modifiée en
alimentation continue pour supprimer les pics quotidiens de la
concentration de glucose. Une fois que le glucose a atteint une
concentration inférieure 4 6 g/L, une alimentation régulée de
solution de glucose (400 g/L) a été démarrée pour maintenir la
concentration de glucose a 6 g/L.



Résultats et discussion

Les lots se sont déroulés de facon séquentielle sur les mémes sys-
témes BIOSTAT® B-DCU et BioPAT” Trace. Les résultats sont indiqués
sur les illustrations 3 et 4 pour démontrer la reproductibilité et

la conformité des lots du processus (en comparaison avec le lot

de référence historique). Le contréle du glucose effectué par le
BioPAT" Trace et la régulation de glucose en aval sont indiqués

sur les illustrations 5-7.
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Illustration 3 : Essai de tendance VCD 1-3

Les essais 1 et 2 correspondent parfaitement a la tendance du lot
de référence. En raison d'une modification générale du procédé
(alimentation FMA continue), la tendance VCD de I'essai 3 présente
un pic de VCD Iégerement réduit. La VCD et la viabilité finales
correspondent parfaitement aux valeurs du lot de référence pour
tous les essais ou sont supérieures.
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lllustration 4 : Tendance IgG

Une productivité comparable dans les trois essais a ¢té démontrée
par des mesures quotidiennes de la concentration du produit
(concentration IgG, illustration 4). En raison d'une croissance
cellulaire plus faible dans le troisiéme essai, on a obtenu une
concentration de produit Iégérement plus faible dans cet essai.
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Illustration 5 : Tendance du glucose et du lactate, essai 1

Malgreé un petit deécalage au cours des 24 premieres heures, les
mesures en ligne et hors ligne du glucose et du lactate corres-
pondent parfaitement pendant la culture.
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Illustration 6 : Tendance du glucose et du lactate, essai 2

Pour I'essai 2, les mesures en ligne et hors ligne du glucose et du
lactate ont montré une bonne comparabilité.
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Illustration 7 : Tendance du glucose et du lactate, essai 3

Dans I'essai 3, les tendances en ligne et hors ligne du glucose et du

lactate présentent une excellente comparabilité. Une recalibration

qui n'était pas nécessaire (erreur opérationnelle) a été effectuée les
jours 13 et 15.

Le passage du contrdle du glucose a la régulation du glucose exige
un changement dans le procédé. Les effets d'une régulation plus
stricte du glucose sont connus pour étre bénéfiques pour les per-
formances du procédé et la qualité du produit (référence An Zhang
et al). Par conséquent, il n'était pas souhaitable de modifier un
processus utilisant une technologie qui n'avait pas été testée et
vérifiée.

Avant d'effectuer des modifications, il est donc en général néces-
saire de se familiariser avec le systeme, d'avoir confiance dans les
résultats de mesure (en comparaison avec le prélévement hors
ligne) et d'assurer la robustesse du dispositif. Les deux premiers
essais du procédé montrent les capacités de controle a haute réso-
lution du BIOSTAT® B-DCU et du BioPAT® Trace intégrés tandis que
le troisieme essai fait intervenir le régulateur de glucose. Les inter-
actions générales de I'utilisateur avec le bioréacteur concernant

le prélévement de glucose sont supprimées. Cela signifie que le
nombre d'heures de travail habituelles et le nombre d'heures de
travail supplémentaires nécessaires pour maintenir le systéme
BIOSTAT® B-DCU avec un taux de glucose régulé sont réduits et
plus faciles a gérer. Le tableau 1 présente un résumé du gain de
temps. De plus, toutes les opérations d'interaction de I'utilisateur
avec le systéme ont été réalisées au cours des phases initiales de la
configuration du BIOSTAT® B-DCU.

Tableau 1 : Relation des ressources de FTE par lot lors de I'utilisation de
BioPAT" Trace pour glucose

Etapes du procédé Heures
Configuration de la sonde et du systéme 2
¢lectronique Trace

Gain de temps pour le prélévement 9 (18 x0,5)

d'échantillons

Gain de temps 7

Résumé et conclusion

L'intégration étape par étape de la technologie de régulation du
glucose dans un procédé fed batch de cellules CHO a permis de
maintenir une concentration de glucose continue de 6 (+/- 0,25) g/L
dans le procédé.

L'intégration directe de la technologie BioPAT" Trace dans le
BIOSTAT® B-DCU est totalement fonctionnelle et I'utilisation était
conviviale, facile a déterminer et dynamiquement variable si
nécessaire. Etant donné que Sartorius Stedim Biotech fournit la
totalité du pack du systéme, la société gere le cycle de vie du régu-
lateur de glucose a toutes les échelles du développement et de la
fabrication commerciale. Cela garantit que les avantages décou-
verts pendant le développement peuvent €tre transférés dans
I'ensemble du cycle de vie du produit.

Perspectives

Des essais supplémentaires avec différentes concentrations de
glucose automatiquement régulées seront effectués afin d'amélio-
rer la concentration et les attributs de qualité du produit. De plus,
le gain de temps pour 'opérateur (7 heures par lot) et le travail
clair et faisable sont une étape importante permettant d'obtenir
un bioréacteur qui n'exige pas d'interaction.
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