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(13) bioburden reduction
(57) Abstract: The invention relates to a method for continuously producing and/or preparing a biopharmaceutical biological
macromolecular product from a heterogeneous cell culture/fluid mixture in a disinfected manner, having the following steps: (a)
providing a particle-free fluid from a heterogeneous cell culture/fluid mixture, said fluid containing the product, in the form of a
product flow, (b) carrying out at least one filtering process, whereby a filtrate is obtained, (¢) carrying out at least two
chromatography steps for cleaning the product, (d) carrying out at least one virus-removing process, and (e) carrying out at least one
ultrafiltration process and/or at least one diafiltration process on the product flow from step (b), (c), and/or (d), said method being
characterized in that the at least two chromatography steps from step (¢) include a cleaning process using at least two respective
chromatography columns and/or membrane adsorbers and in that the method is carried out in a closed and modular manner. The

invention further relates to a corresponding modular system for carrying out the method.

(57) Zusammenfassung:
[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]



WO 2016/177650 A1 |IIWAT 00N 0 R A AR

IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, Veroffentlicht:
RS, SE, SI, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, (I,
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TG). )

—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz

Erklirungen gemif} Regel 4.17:

—  hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, ein Patent
zu beantragen und zu erhalten (Regel 4.17 Ziffer ii)

Die Erfindung eines Verfahrens zur kontinuierlichen, keimreduzierten Produktion und/oder Aufbereitung eines
biopharmazeutischen, biologischen makromolekularen Produktes aus einer heterogenen Zellkultur-Fluid-Mischung zur
Verfiigung, umfassend die Schritte: (a) Bereitstellen eines partikel-freien Fluids aus einer heterogenen Zellkultur-Fluid-Mischung,
welche das Produkt enthélt, in Form eines Produktstroms, (b) mindestens eine Filtration, wobei ein Filtrat erhalten wird, (c)
wenigstens zwei Chromatographieschritte zur Reinigung des Produktes, (d) mindestens eine Virenabreicherung, (e) mindestens
eine Ultrafiltration und/oder mindestens eine Diafiltration des Produktstroms der Schritte (b), (¢), und/oder (d), dadurch
gekennzeichnet, dass die wenigstens zwei Chromatographieschritte aus (c¢) eine Reinigung iiber wenigstens jeweils zwei
Chromatographiesédulen und/oder Membranadsorber umfasst und, dass das Verfahren geschlossen und modular durchgefiihrt wird.
Die Erfindung stellt weiterhin eine entsprechende modulare Anlage zur Durchfiihrung dieses Vertahrens zur Verfligung.
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Modulare Anlage und Verfahren zur kontinuierlichen, keimreduzierten Produktion

und/oder Aufbereitung eines Produktes

Die Erfindung betrifft eine modulare Anlage und ein Verfahren zur kontinuierlichen,
keimreduzierten Produktion und/oder Aufbereitung eines Produktes aus einer heterogenen

Zellkultur-Fluid-Mischung.

Gewohnlich werden Proteine in der biotechnologischen Herstellung im Batch aufgereinigt
(englisch batch: ,,Stapel”). Das bedeutet, dass die einzelnen Produktionszyklen chargenweise,
diskontinuierlich gehandhabt werden, wobei nach dem Abschluss eines Produktionszyklus
das Produkt alles Ganzes entnommen wird. Fiir eine erneute Produktion muss dann separat

ein neuere Produktzyklus bzw. Batch gestartet werden.

In den letzten Jahren hat sich nun mehr und mehr gezeigt, dass eine kontinuierliche
Verfahrensweise auch in der biotechnologischen Herstellung gefahren werden kann, wobei

das Verfahren im Gegensatz zum Batch-Verfahren ohne Unterbrechungen laufen kann.

Die stark regulierte pharmazeutische Produktion erfordert einen grofien zeitlichen,
technischen und personellen Aufwand fiir die Bereitstellung gereinigter und sterilisierter
Bioreaktoren und Gewiéhrleistung eines keimfreien Produkts. Um Kreuzkontaminationen bei
einem Produktwechsel in einer Multi-Purpose-Anlage oder zwischen zwei Produktchargen
sicher zu vermeiden, wird auBler der Reinigung eine sehr aufwindige Reinigungsvalidierung
bendtigt, welche bei einer Prozessadaption ggf. wiederholt werden muss.

Dies gilt sowohl fiir das Upstream-Processing (USP), d.h. die Herstellung biologischer
Produkte in Fermentern als auch fiir das Downstream-Processing (DSP), d. h. die
Aufreinigung der Fermentationsprodukte.

Gerade bei der Fermentation ist eine keimfreic Umgebung fiir eine erfolgreiche Kultivierung
essentiell. Zur Sterilisation von Batch- oder Fedbatch-Fermentern kommt in der Regel die
SIP-Technik zum Einsatz (SIP = sterilization-in-place).

Der durch die Bereitstellungsprozeduren bedingte Nutzungsausfall der Reaktoren kann
insbesondere bei kurzen Nutzungsperioden wund hdufigem Produktwechsel i der
GroBenordnung  der Reaktorverfiigbarkeit liegen. Betroffen sind im USP  der
biotechnologischen Produktion z B. die Prozessschritte der Medienherstellung und

Fermentation und im DSP das Solubilisieren, FEinfrieren, Auftauen, pH-Adjustieren,
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Produkttrennung wie z. B. durch Chromatographie, Féllen, oder Kristallisieren, das

Umpuffern und die Virusinaktivierung,

Die regulatorischen Anforderungen sind dabei im Downstream-Bereich eine keimarme
Prozessfithrung. Daher ist eine sterile Fahrweise im Falle des Batch-Betriebes nicht gefordert.
In einem kontinuierlichen Verfahren jedoch wird die Reinigung des Proteins iiber einen
lingeren Zeitraum mdglichst ohne Reinigungsschritte betrieben. Dies geschieht bevorzugt
ohne Sterilisationsschritte wihrend der Reinigung. Dabei ist aber das Verkeimungsrisiko um

ein vielfaches hoher als bei einem reinen Batchbetrieb.

WO02012/078677 beschreibt ein Verfahren und eine Anlage zur kontinuierlichen
Aufbereitung von biopharmazeutischen Produkten durch Chromatographie und deren
Integration in einer Produktionsanlage insbesondere in einer Einweg-Anlage. Obwohl
W02012/078677 Ansidtze zur kontinuierlichen Produktion von biopharmazeutischen und
biologischen Produkten liefert, reicht die offenbarte Losung in der Praxis nicht aus.
WO02012/078677  offenbart auch nicht die Verwendung einer sterilisierten

Chromatographieséule.

US 2014/0255994 A1 offenbart ein integriertes kontinuierliches Verfahren zur Herstellung
von therapeutischen Proteinen. US 2014/0255994 Al offenbart allerdings nicht das
Merkmal, dass in so einem Verfahren sterilisierte Chromatographiesdulen verwendet

werden konnten.

EP 2 182 990 Al offenbart ein Verfahren zur Sterilisation von Chromatographieséulen

durch Verwendung von heiflem Wasserdampf.

Zunichst seien einige Begriffe ndher definiert.

Ein kontinuierliches Verfahren meint im Rahmen der Erfindung jeden Prozess zur
Durchfiihrung von mindestens zwei Prozessschritten in Serie, in dem der Ausgangsstrom
eines vorgeschalteten Schrittes in einen nachgeschalteten Schritt befordert wird. Der
nachgeschaltete Schritt beginnt die Bearbeitung des Produktstroms, bevor der
vorgeschaltete Schritt abgeschlossen ist. Ublicherweise wird in einem kontinuierlichen

Verfahren immer cin Teil des Produktstroms in der Produktionsanlage befordert und wird



WO 2016/177650 PCT/EP2016/059700

10

15

20

25

30

-3-

als  ,kontinuierlicher Produktstrom® bezeichnet. Entsprechend bedeutet cine
kontinuierliche Beforderung oder Transfer eines Produktstroms von einer vorgeschalteten
Unit in eine nachgeschaltete Unit, dass die nachgeschaltete Unit bereits arbeitet, bevor die
vorgeschaltete Unit aulfler Betrieb genommen wird, d.h. dass zwei nacheinander

geschaltete Units den Produktstrom gleichzeitig prozessieren, der sie durchflief3t.

Der Begriff , keimreduziert” meint im Rahmen der Erfindung einen Zustand reduzierter
Keimzahl, also einer Zahl an Mikroorganismen pro Flichen- oder Volumeneinheit von
nahezu Null, der durch eine geeignete Keimreduktionsmethode erreichbar ist, wobei diese
Keimreduktionsmethode ausgewihlt sein kann aus Gamma-Bestrahlung, Beta-Bestrahlung,

Autoklavieren, Ethylenoxid (ETO)-Behandlung und ,,steam-in-place® (SIP)-Behandlung.

Der Begriff , Einwegartikel” bedeutet im Rahmen der Erfindung, dass die betreffenden
produkt-berithrten  Teile, insbesondere  Apparaturen, Behéltern, Filter und
Verbindungselemente, zum einmaligen Gebrauch mit anschlieBendem Wegwerfen
geeignet sind (Englisch ,.disposable”), wobei diecse Behélter sowohl aus Kunststoff als
auch aus Metall sein konnen. Im Rahmen der Erfindung umfasst der Begriff auch
Mehrwegartikel, etwa aus Stahl, die im erfindungsgeméfien Verfahren nur einmal
verwendet werden und dann im Verfahren nicht mehr zum Finsatz kommen. Diese
Mehrwegartikel, z.B. aus Stahl, werden dann im Rahmen der Erfindung auch ,als
Einwegartikel benutzte” Gegenstinde bezeichnet. Solche eingesetzten Einwegartikel
konnen dann im erfindungsgeméifBen Verfahren auch als ,.disposabel™ bzw. ,,Single-Use®-
Artikel bezeichnet werden (,,SU Technologie®). Dadurch wird der keimreduzierte Zustand

des erfindungsgemifien Verfahrens und modularer Anlage noch weiter verbessert.

Der Begriff ,,Produktstrom® meint im Rahmen der Erfindung das partikel-freie Fluid aus
einer heterogenen Zellkultur-Fluid-Mischung, welche das Produkt enthdlt, sowie das
Ergebnis jeder anderen Verfahrensschritte des erfindungsgeméBien Verfahrens, also den
Produktstrom nach Filtration, nach Chromatographie, nach Virenabreicherung, nach
Utltrafiltration, nach Diafiltration, oder nach weiteren Schritten des erfindungsgemifien
Verfahrens, wobei diese Produktstrome dann unterschiedliche Konzentrationen und

Reinheitsgrade aufweisen kdnnen.
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Der Begriff ,,Virenabreicherung™ meint im Rahmen der Erfindung ecine Verringerung der
Konzentration an aktiven Viren pro Volumeneinheit des zu behandelnden Fluids, bis hin
zur vollstdndigen Inaktivierung und/oder Entfernung der in dem zu behandelnden Fluid

enthaltenen Viren.

Der Begriff ,,Mikrobizid“ meint im Rahmen der Erfindung ecinen Stoff, welcher das
Wachstum von Mikroorganismen verlangsamen oder ganz hemmen kann, wobei dieses
Mikrobizid in Form eines mikrobizid-haltigen Puffers, insbesondere im Rahmen des

erfindungsgeméifien Verfahrens wihrend einer Ultrafiltration verwendet werden kann.

Der Begriff ,,Bubble-Trap“ meint im Rahmen der Erfindung eine Vorrichtung zum

Auffangen von Gasblasen, wobei dabei das betreffende Fluid entgast wird.

Der Begriff ,modular” meint im Rahmen der Erfindung, dass die einzelnen Schritte des
erfindungsgemifie Verfahrens in separaten, miteinander verbundenen Modulen
durchgefithrt werden konnen, wobei die Module vorkonfiguriert und keimreduziert sind
und geschlossen, in unterschiedlichen Kombinationen miteinander verschaltet werden

konnen.

Der Begriff ,modulare Anlage” meint im Rahmen der Erfindung eine Serie von
miteinander verbundenen Modulen (,,Units”) zur Durchfiihrung von mindestens zwei
Downstream— und / oder Upstream-Schritten, in denen ein Fluid (,,Produktstrom®)
befordert werden kann. FErfindungsgemil sind die  Units zur kontinuierlichen
Durchfithrung eines Schrittes geeignet und kdnnen mit einem kontinuierlichen Fluidstrom
(,,Produktstrom®) betrieben werden. Die einzelnen Module der ,,modularen Anlage® kdnnen
dabei in jeder Kombination miteinander verschaltet werden. Beispiele fiir Module im Sinne
der Erfindung sind das Filtrationsmodul 2, das Chromatographiemodul 3, das

Ultrafiltrationsmodul 6, das Diafiltrationsmodul 7 und das Dialysemodul 8.

Der Begriff ,geschlossen” bedeutet im Rahmen der Erfindung die Fahrweise des
erfindungsgemiBlen Verfahrens und der erfindungsgeméfBen modularen Anlage, welche so
gefahren werden, dass das Produkt, welches mit diesem Verfahren und dieser modularen

Anlage produziert und/oder aufbereitet wird, nicht an die Raumumgebung exponiert wird.
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In das erfindungsgemdBe  geschlossene Verfahren und die entsprechende
erfindungsgeméfe geschlossene modulare Anlage konnen von aullen Materialien,
Gegenstinde, Puffer und dergleichen zugegeben werden, wobei aber diese Zugabe in einer
solchen Weise erfolgt, dass eine Exposition des produzierten und/oder aufbereiteten

Produktes an die Raumumgebung vermieden wird.

Die im Stand der Technik bekannten, iiblichen Verfahren weisen e¢ine Reihe von

Nachteilen auf, welche im Folgenden behandelt werden.

Bekannte Verfahren zur Herstellung von biopharmazeutischen und biologischen Produkten
umfassen iiblicherweise folgende Produktionsschritte, die miteinander verschaltet werden:
1. Perfusionskultur
2. Zellriickhaltesystem,

alternativ zu Schritt 1 und 2 kann auch eine Feedbatchkultur vorgesehen sein,

3. Zellabtrennung

4. Puffer- bzw. Medienaustausch bevorzugt mit Konzentrierung
5. BioBurden-Reduzierung bevorzugt durch Sterilfiltration

6. Capture Chromatographie

Ublicherweise werden weitere Schritte zur weiteren Reinigung des Produktstroms
durchgefiihrt, insbesondere:

7. Virusinaktivierung

8. Neutralisation, und

9. Optional cine weitere Tiefenfiltration, BioBurden-Reduzierung (Sterilfiltration).

Angesichts der hohen Qualitétsstandards bei der Herstellung von Biopharmazeutika folgen
iiblicherweise dariiber hinaus folgende Schritte:

10. Chromatographische Zwischen- und Feinreinigung

11. BioBurden Reduzierung z. B. Sterilfiltration

12. Virenfiltration

13. Pufferaustausch und bevorzugt Konzentrierung, und

14. Sterilfiltration.
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Bei der oben beschricbenen Herstellung stellen Zellen in einem Fermenter mit
Néhrstofflosung ein biologisches Produkt her, etwa ein Protein, beispiclsweise ein
therapeutisches Protein. Die Nahrstofflosung ist dabei auch ein ideales Wachstumsmedium
fiir Mikroorganismen, wie Bakterien und Sporen, woraus sich ein Problem hinsichtlich des
ungewiinschten Wachstums solcher Mikroorganismen ergibt. Dieses ungewiinschte
Wachstum von Mikroorganismen wird besonders bei ldngeren Laufzeiten ein Problem,
weil die Nihrstofflosung mit ansteigender Laufzeit des Verfahrens mehr und mehr
kontaminiert wird, bis hin zu einem exponentiellen Wachstum von Mikroorganismen und

damit Totalverlust der betreffenden Charge an hergestelitem biologischen Produkt.

Um der Forderung an ein schnelles und flexibles Neubeschicken der Produktionsanlage unter
Wahrung maximaler Sauberkeit und Keimfreiheit gerecht zu werden, erfreuen sich auf dem
Markt Konzepte fiir eine kontinuierliche Produktion bevorzugt mit Einwegtechnologie eines

stindig wachsenden Interesses.

Fiir lingere Laufzeiten eines solchen Verfahrens von mehreren Stunden iiber Tage bis
Wochen reichen aber gewGhnliche Mafinahmen zur Sanitisierung nicht, etwa die {iblichen
»Clean-in-Place® (CIP)-MaBnahmen, wie z.B. Sanitisierung durch 1M NaOH. Bei
Laufzeiten ab mehreren Stunden haben solche gew6hnlichen Verfahren und Anlagen daher
den Nachteil, dass sie hinsichtlich mdglicher Kontamination und/oder mdoglichen

Keimwachstums sehr anfillig sind.

Es bestand daher ein Bedarf an einem Verfahren zur kontinuierlichen Reinigung eines
Produktes aus einer heterogenen Zellkultur-Fluid-Mischung, welches durch seine
weitgehende Keimarmut eine kontinuierliche Fahrweise von bis zu mehreren Wochen

ermoglicht.

Es war daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren und eine entsprechende
Anlage zu entwickeln, mit dem ecin Produkt, etwa ein Protein, kontinuierlich {iber einen

Zeitraum von mehreren Stunden bis hin zu mehreren Wochen gereinigt werden kann.

Die Erfindung 16st diese Aufgabe durch Bereitstellen eines Verfahrens zur kontinuierlichen,

keimreduzierten Produktion und/oder Aufbereitung eines biopharmazeutischen,
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biologischen makromolekularen Produktes aus einer heterogenen Zellkultur-Fluid-

Mischung, umfassend die Schritte:

(a) Bereitstellen eines partikel-freien Fluids aus einer heterogenen Zellkultur-Fluid-
Mischung, welche das Produkt enthélt, in Form eines Produktstroms,

(b) mindestens eine Filtration, wobei ein Filtrat erhalten wird,

(c) wenigstens zwei Chromatographieschritte zur Reinigung des Produktes,

(d) mindestens eine Virenabreicherung,

(e) mindestens eine Ultrafiltration und/oder mindestens eine Diafiltration des

Produktstroms der Schritte (b), (¢), und/oder (d),

dadurch gekennzeichnet, dass dic wenigstens zwei Chromatographieschritte aus (¢) eine
Reinigung iiber wenigstens jeweils zwei  Chromatographiesdulen und/oder
Membranadsorber umfasst und, dass das Verfahren geschlossen und modular durchgefiihrt

wird.

Die Grundprinzipien des erfindungsgeméfien Verfahrens beruhen auf seinen vier
Kemprinzipien und damit Kernmerkmalen:

1. kontinuierliche

2. keimreduzierte

3. geschlossene, und

4. modulare Produktion eines biopharmazeutischen, biologischen makromolekularen
Produktes.

Diese vier Merkmale gemeinsam verringern das gewdOhnlich auftretende Problem des
ungewiinschten Wachstums von Mikroorganismen derart drastisch, dass Laufzeiten des
erfindungsgemifBen Verfahrens in einer kontinuierlichen Fahrweise von bis zu 8 Wochen

moglich werden.

Das in Schritt a) bereitgestellte partikel-freie Fluid aus einer heterogenen Zellkultur-Fluid-
Mischung kann  bevorzugt aus einem  kontinuierlichen  Perfusions- und
Fermentationsprozesses stammen, ctwa eine Zellkultur bzw. Gewebekultur, oder ecin
Perfusionsreaktor. Dabei konnen sogar mehr als ein Perfusionsreaktor parallel betrieben

werden, etwa zwei Perfusionsreaktoren.



WO 2016/177650 PCT/EP2016/059700

10

15

20

25

30

-R-

Das Fluid kann zundchst durch geeignete Zellriickhaltesysteme, etwa einen
Schrigplattenabscheider (Settler) kontinuierlich abgefiihrt werden, durch den ein GroBteil
der Zellen zuriickgehalten werden kann. Durch nachfolgende Filtrations- und/oder
Zentrifugationsschritte oder andere geeignete Trennverfahren kann dann das Fluid von im
Fluid enthaltenden Partikeln befreit werden, wodurch ein partikel-freies Fluid erhalten
wird, in welchem sich das biopharmazeutische, biologische makromolekulare Produkt

befindet.

Der Filtrationsschritt (b) kann z.B. eine Filtration des nach Schritt (a) erhaltenen partikel-
freien Fluids sein, wobei ein Filtrat erhalten wird. Das erfindungsgemifie Verfahren kann
aber auch weitere Filtrationsschritte an geeigneten Stellen des Verfahrens umfassen.

Der Filtrationsschritt b) kann durch geeignete Filterverfahren erfolgen, z.B. einen 0,2um
Filter, oder mehrerer parallel betriecbene Filter. FEin geeigneter Filter fiir den
Filtrationsschritt ist beispielsweise ein Sartoguard NF 0,2um Filter, von dem mehrere
parallel betrieben werden kdnnen.

In einer weiteren Ausfithrungsform des erfindungsgemiBlen Verfahrens umfasst der
Filtrationsschritt (b)  einen Tiefenfilter mit einer zusitzlichen Moglichkeit der
Abreicherung von Kontaminanten wie DNA, ProtA, HCP. Dies konnen Tiefenfilter mit
ausreichendem Zetapotential (Zetapor 3M, Posidyne, Pall) oder Tiefenfilter mit Aktivkohle
(Millistak MerckMillipore) sein.

Die wenigstens zwei Chromatographieschritte zur Reinigung des Produktes des Schrittes ¢)
umfassen eine Reinigung iiber wenigstens jeweils zwei Chromatographiesdulen und/oder
Membranadsorber. Dabei konnen die Chromatographiesdulen und/oder Membranadsorber
jedes geeignete Bindungsprinzip aufweisen, etwa Affinidt des Produktes zu einem
Liganden, ionische Wechselwirkungen, Metalchelat-Bindung, hydrophobe Interaktionen
oder van-der-Waals-Krifte. Beispielsweise kann der erster Chromatographieschritt der
wenigstens zwei Chromatographieschritte eine Affinititschromatographie sein (z.B. ein
Ligand mit Affinitit zum Produkt, wie z.B. Protein A, Protein G, Protein L, IgM, IgG und
ein von Protein A, Protein G und Protein L, IgM, IgG unterschiedlichen rekombinanten
Protein, welches eine Affinitdt fiir das Produkt hat). Danach folgt dann ein weiterer
(zweiter) Chromatographieschritt, etwa eine Chromatographie {iber ionische

Wechselwirkungen.
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Das erfindungsgeméfe Verfahren ist hier flexibel und kann in Schritt ¢) je nach zu
erziclendem Reinheitsgrad und Konzentration des Produktes jedes geeignete

Chromatographieprinzip in jeder Reihenfolge umfassen.

Der technische Effekt der Verwendung von wenigstens zwei Chromatographieschritten
iiber wenigstens jeweils zwei Chromatographiesdulen und/oder Membranadsorbern geméf
Schritt ¢), besteht darin, dass in der Regel ein einzelner Chromatographieschritt keine
ausreichende Aufreinigung der Kontaminaten wie z.B. Host Cell Impurities, Aggregate,
DNA, Protein A usw. gewéhrleisten kann.

AuBerdem wird dadurch eine kontinuierliche Produktion in einem Chromatographieschritt
ermdglicht, da mindestens eine Chromatographieséule und/oder Membranadsorber mit
ungereinigtem Produkt beladen werden kann, wihrend mindestens ecine andere
Chromatographiesdule und/oder Membranadsorber regeneriert bzw. eluiert werden kann,

wodurch eine kontinuierliche und effektive Fahrweise des Verfahrens erzielt werden kann.

In einer weiteren Ausfithrungsform des erfindungsgemifien Verfahrens erfolgen zwischen
den wenigstens zwei Chromatographieschritten in (c¢) wund/oder nach der
Vireninaktivierung in Schritt (d) ein oder mehrere weitere Schritte zur Einstellung des pH-
Wertes und/oder zur Einstellung der Leitfahigkeit und/oder Filtrations- und/oder
Konzentrationsschritte und/oder ein Pufferaustausch. Dadurch wird eine an die

Bedingungen anpassbare Fahrweise des Prozesses erméglicht.

Die mindestens cine Virenabreicherung des Schrittes d) kann insbesondere durch
Einstellen des pH-Werts des partikel-freien Fluides erfolgen, bevorzugt auf einen pH-Wert
von <4,0. Emstellen des pH-Wertes des zu inaktivierenden partikel-freien Fluids auf < 4,0
kann beispiclsweise durch Zugabe von HCI-Losung erfolgen. Die Zugabe erfolgt
typischerweise im Vorfeld der Vorrichtung zur Virusabreicherung. Ublicherweise wird der
pH-Wert auf >4 mit ciner Base beispielsweise Natriumhydroxid-Losung (NaOH)

eingestellt, um die Virusabreicherung zu beenden.

Die mindestens eine Virenabreicherung des Schrittes d) kann aber auch durch eine solvent-
detergent Schritt erfolgen, bei dem eine Virenabreicherung durch Losungsmittel- /

Detergenz erzielt wird.
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In einer weiteren Ausfithrungsform kann die Virenabreicherung auch durch UV-
Behandlung und/oder durch thermische Behandlung erzielt werden.
Die mindestens eine Virenabreicherung des Schrittes d) kann insbesondere in einer

Verweilstrecke erfolgen, in die ein segmentierter Produktstrom eingebracht werden kann.

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgeméfien Verfahrens sind alle in den
Schritten (a) bis (e) eingesetzten, produkt-berithrten Elemente durch eine geeignete
Keimreduktionsmethode keimreduziert.

Bevorzugt kann die Keimreduktionsmethode ausgewdhlt sein aus der Gruppe bestehend
aus Gamma-Bestrahlung, Beta-Bestrahlung, Autoklavieren, FEthylenoxid (ETO)-
Behandlung, Ozon-Behandlung (03), Wasserstoffperoxid-Behandlung (H>O») und Steam-
in-place (SIP) Behandlung.

Entsprechend sind bevorzugt auch die in dem erfindungsgemifBen Verfahren eingesetzten
Gegenstinde und FElemente der Module, die mit Produktstrom in Kontakt treten,
keimreduzierbar und/oder sterilisierbar, bevorzugt autoklavierbar, gamma-bestrahlbar, mit
Ethylenoxid (ETO) begasbar, mit Ozon (Os) behandelbar, mit Wasserstoffperoxid (H>O»)
behandelbar oder mit einer Steam-in-place (SIP)-Behandlung behandelbar, was einen
keimreduzierten oder sogar aseptischen Betriecb des erfindungsgeméfien Verfahrens

erméglicht.

In einer weiteren Ausfithrungsform des erfindungsgemidBlen Verfahrens sind alle ab
Filtrationsschritt (b) verwendeten produktberiihrten Elemente Einwegartikel oder werden
als Finwegartikel benutzt. Solche eingesetzten Einwegartikel kdnnen dann im
erfindungsgeméfBen Verfahren auch als ,,disposabel” bzw. ,.Single-Use“-Artikel bezeichnet
werden (,,SU Technologie®). Dadurch wird der keimreduzierte Zustand des Verfahrens

verbessert.

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemilBen Verfahrens werden alle
Fingangsfluide durch einen Keimreduktionsfilter filtriert, wie etwa einen Sartoguard NF

Filter der Firma Sartorius.
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Dabei konnen bevorzugt alle Ausginge durch eine Keimbarriere geschiitzt sein, die ein
Riickwachstum von Mikroorganismen verhindern. Beispielsweise kann auch hier ein
Sartoguard NF Filter der Firma Sartorius als Keimbarriere verwendet werden. Eine
zusitzliche Sicherheit der Keimbarriere 11 kann durch eine Wechselschaltung von Filtern
und/oder Abfallleitung erzielt werden. Eine weitere MaBnahme zur Gewihrleistung der
keimreduzierten Bedingungen kann durch eine periodische Sanitisierung der Abfallleitung
vorzugsweise nach der Filtration mit z.B. NaOH Losung erreicht werden. Weitere

Verfahren wiren UV Bestrahlung und Hitzebehandlung.

Die modularen Verfahrensschritte des erfindungsgemdBen Verfahrens werden in einer
weiteren Ausfithrungsform bevorzugt in Modulen durchgefithrt, wobei die Module
miteinander verbunden sind.

Dabei konnen bevorzugt die Module durch Verschweilen oder durch aseptische
Konnektoren miteinander verbunden sein. Zum Verschweiflen der Module kann z.B. das

Gerit ,,;TC Welder* der Firma Sartorius verwendet werden.

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemifien Verfahrens sind in den
Schritten (a) bis (e) alle verwendeten Fliissigkeiten, Gase und Feststoffe keimreduziert.
Dabei erfolgt die Keimreduktion bevorzugt durch eine Filtration durch einen Filter mit
einer Porengrofie von bevorzugt < 0,45 um. Dabei wird bevorzugt wihrend des Verfahrens
keine Inprocess-Sterilisierung durchgefiihrt. In anderen Ausfithrungsformen kann auch die
Keimreduktion durch eine Filtration durch einen Filter mit einer Porengrofie von bevorzugt

<0,20 um durchgefithrt werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgeméfien Verfahrens wird
vor dem Chromatographie-Schritt (¢) ein Entgasen aller Fluide durchgefiihrt, welche auf
die wenigstens zwei Chromatographiesdulen kommen, wobei das Entgasen vorzugsweise
durch mindestens eine Bubble-Trap und/oder durch mindestens eine hydrophobe
Mikrofiltrationsmembran iiber Vakuum und/oder durch Behandeln mit Ultraschall

und/oder durch Durchperlen mit einem schlecht 16slichen Gas, wie z.B. Helium erfolgt.

Dabei ist die Nutzung einer hydrophoben Mikrofiltrationsmembran {iber Vakuum fiir die

Einhaltung der Keimfreiheit in der kontinuierlichen Fiihrung des erfindungsgemiBen
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Verfahrens und der erfindungsgeméfBen Anlage bevorzugt, da diese sich als besonders
vorteilhaft im Vergleich zur Bubble-Trap erwiesen hat. Die verwendete hydrophobe

Mikrofiltrationsmembran kann insbesondere ein MicroModule der Firma Membrana sein.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgemifBen Verfahrens wird
das partikel-freic Fluid aus Schritt a) mindestens einer Ultrafiltration gegen cinen
mikrobizid-haltigen Puffer unterzogen. Durch die Ultrafiltration werden die in dem Fluid
enthaltenden Niahrstoffe gegen einen mikrobizid-haltigen Puffer ausgetauscht, wodurch
Mikroorganismen / Keimen die Wachstumsgrundlage in dem Fluid entzogen werden soll.

Dadurch wird die Keimreduktion des Verfahrens zusitzlich verbessert.

Das dabei verwendete Mikrobizid, oder ein oder mehrere Mikrobizide kdnnen bevorzugt
ausgewihlt sein aus der Gruppe bestechend aus Imidazol, Benzoesdure, Sorbinsdure, para-
Hydroxybenzoesdure-Ester, Sulfite, Disulfite, Azide, Orthophenylphenol, Nisin,
Natamycin, Hexamethylentetramin, Dimethyldicarbonat, Nitrite, Nitrate, Essigsiure,

Ascorbinséure, [soascorbinsiure, L-Milchsdure, Propionséure, Borsdure und Lysozym.

Die in dem mikrobizid-haltigen Puffer enthalten Mikrobizide kdnnen weiterhin sein ein

oder mehrere Mikrobizide aus der Gruppe bestehend aus:

E210 bis E213 Benzoesdure und ihre Salze, 0,05-0,1% in Losungsmittel in saurem Milieu,
2-3g/kg in LM;

E200 bis E203: Sorbinsdure und ihre Salze, 300-2000 mg/kg;

E214 bis E219: PHB Ester (para-Hydroxybenzoesdure-Ester, Parabene), Butyl- und
Propylparaben

E220 bis E228: Sulfite und Disulfite,

E231 und E232: Orthophenylphenol, 12 mg/kg;

E234: Nisin,

E235: Natamycin,

E239: Hexamethylentetramin, 25mg/kg;

E242: Dimethyldicarbonat;

E249-E252: Nitrite und Nitrate, 300 mg/kg;

E260: Essigséure, 0,5-3%;
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E300-E302: Ascorbinsdure, 300 mg/kg;

E315-E316: Isoascorbinsédure, 1500 mg/kg;
E261-E263: Azetat;

E270 L-Milchsaure;

E280 bis E283: Propionsdure und ihre Salze, 1-3 g/kg;
E284 und E285: Borsdure, max. 4g/kg;

E1105 Lysozym; und

Azide.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform des erfindungsgeméBen Verfahrens ist das
biopharmazeutische, biologischen makromolekulare Produkt ein Protein oder Peptid, dass
ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus monoklonalen Antikdrpern, polyklonalen
Antikorpern, rekombinanten Proteinen und Impfstoffen, bevorzugt DNA- und RNA-
Impfstotfen.

Die in Schritt ¢) verwendeten die Chromatographiesdulen und/oder Membranadsorber
konnen jedes geeignete Bindungsprinzip aufweisen, etwa Affinidt des Produktes zu einem
Liganden, ionische Wechselwirkungen, Metalchelat-Bindung, hydrophobe Interaktionen
oder reine van-der-Waals-Krifte. Beispielsweise kann der erster Chromatographieschritt
der wenigstens zwei Chromatographieschritte eine Affinitétschromatographie sein (z.B. ein
Ligand mit Affinitdt zum Produkt, wie z.B. Protein A, Protein G, Protein L, IgM, IgG und
gin von Protein A, Protein G und Protein L, IgM, IgG unterschiedlichen rekombinanten
Protein, welches eine Affinitdt fiir das Produkt hat). Danach folgt dann ein weiterer
(zweiter) Chromatographieschritt, etwa eine Chromatographie {iber ionische
Wechselwirkungen.

Das erfindungsgemifle Verfahren ist hier flexibel und kann in Schritt ¢) je nach zu
erziclendem Reinheitsgrad und Konzentration des Produktes jedes geeignete
Chromatographieprinzip in jeder Reihenfolge umfassen.

In eciner besonders bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgemilien Verfahrens
umfassen die wenigstens zwei Chromatographiesdulen und/oder Membranadsorber des
Schrittes (¢) einen Ligand, der bevorzugt ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus

Protein A, Protein G, Protein L, IgM, 1gG und einem von Protein A, Protein G und Protein
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L, 1gM, und IgG unterschiedlichen rekombinanten Protein, welches cine Affinitdt fiir das
Produkt hat.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgemédfBen Verfahrens weist das
Verfahren der Schritte (a) bis (e) eine Laufzeit von mindestens 4 Stunden auf, bevorzugt
von mindestens 8 Stunden, bevorzugt von mindestens 12 Stunden, bevorzugt von
mindestens 24 Stunden, weiterhin bevorzugt von mindestens 48 Stunden, weiterhin
bevorzugt von mindestens 7 Tagen, weiterhin bevorzugt von mindestens 4 Wochen, und
besonders bevorzugt von mindestens 8 Wochen auf. Eine derart lange Laufzeit von
mehreren Wochen kontinuierlicher Fahrweise wird nur ermdglicht durch die geschlossene,

modulare und vor allem keimreduzierte Fahrweise des Prozesses.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemifien Verfahrens wird zwischen
den Schritten a) bis e¢) und/oder danach mindestens ein Filtrationsschritt umfassend

mindestens einen Filter durchgefiihrt.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgeméfien Verfahrens wird
der Filter automatisch unter keimreduzierten Bedingungen gewechselt, wobei bevorzugt

der automatische Filterwechsel die folgenden Schritte umfasst:

(1) Umschalten des Flussweges auf einen neuen Filter bei Uberschreiten eines
Schwellenwertes am Drucksensor auf der Unfiltratseite unter VerschlieBen des
Flussweges, wobei das Produkt im verbrauchten Filter bevorzugt durch ein Gas
oder eine Fliissigkeit in die Filtratseite gedriickt wird,
oder bei Uberschreiten einer maximalen Zeit des verbrauchten Filters im
Flussweg, oder bei Uberschreiten eines maximalen Volumens an Filtrat durch
den verbrauchten Filter,

(i1) Entliiften des neuen Filters iiber cine Luftfilter mit einer Porengrdfie von
bevorzugt <= 0,25 pm am Entliiftungsventil des neuen Filters, bevorzugt unter
Beforderung von Produkt in den neuen Filter durch eine Feedpumpe, oder in

einen keimreduziert angeschlossenen, geschlossenen Bag,
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(iti)  Detektion der Beendigung der Entliifftung des neuen Filters auf der
Unfiltratseite durch den Drucksensor oder einen Fiillstandssensor oder eine
Waage oder einen Fliissigkeitsdetektor,

(iv)  Offnen des Filtratausgangs und Verschluss des Flussweges zwischen
Entliiftungsventil und Luftfilter durch ein Ventil, und

(v)  Austausch des alten Filters gegen einen neuen Filter.

Die gleichzeitige oder nachgeschaltete Forderung von Produkt in den neuen Filter kann

z.B. durch eine Feedpumpe erfolgen.

Das bedeutet, dass in einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemifien Verfahrens,
der Filterwechsel (Umschalten von einem verbrauchten auf ein neues Filterelement)
automatisch erfolgen kann. Als problematisch erweist sich hierbei die Filterentliftung, die
aber erforderlich ist, und die bei den zur Zeit erhiltlichen Filtern manuell durchgefiihrt
werden muss. Zundchst wird der Filter einer Keimreduktionsmethode durch ggf. ETO.
Autoklavieren oder Gammabestrahlung unterworfen und dann mit dem Prozess verbunden.
Danach kann der Filter auf der Unfiltratseite befillt werden, wihrend das Entliftungsventil
offen ist, welches nach dem erfolgreichen Entliiften geschlossen werden muss, damit die
cigentliche Filtration durchgefithrt werden kann. In einem Batch-Prozess ist eine stark
keimreduzierte Handhabung auf der Unfiltratseite nicht erforderlich, da es in den kurzen
Zeitraumen nur auf moglichst keimfreies Filtrat ankommt. In einem kontinuierlichen Prozess
ist jedoch auch dic mdglichst keimfreic Fihrung der Unfiltratseite erforderlich, um eine
Verkeimung des Prozesses zu verhindern. Im Stand der Technik muss das Entliiftungsventil
durch eine Drehbewegung nach dem Befiillen des Filters manuell geschlossen werden, damit
die eigentliche Filtration durchgefiihrit werden kann. Diese Drehbewegung ist nur sehr
aufwendig zu automatisieren, da dabei auch noch eine axiale Verschicbung des Drehkorpers
notwendig ist. Durch das axiale Verschieben des Drehkorpers samt der darauf angebrachten
Dichtungen wird die Grenze verschoben. In Kombination mit einer vorher durchgefithrten
Keimreduktion ergibt sich das Problem, dass beim Keimreduzieren mit geschlossenem
Entliiftungsventil die Keimgrenze bei Offnen des Entliiftungsventils verschoben wird. Dabei
wird ein keimbehafteter Bereich in den keimreduzierten Bereich eingebracht, und die
Keimreduktion damit aufgehoben. Ein Keimreduzieren mit gedffnetem Filterventil ist nicht
zu empfehlen, da die offene Position keine feste Position hat, und es dadurch leicht zu einer

Beschidigung des Ventils kommen kann. AuBerdem ist die offene Position meist wackelig, so
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dass es durch das normale Handling des Filters zu einer Verschiecbung der Keimgrenze

kommen kann.

Fir die automatische Filterentliiftung ist es vorteilhaft, die Drehbewegung des
Entliiftungsventils wihrend der Inbetriebnahme zu vermieden, damit die Entliiftung nur durch
einfache Malinahmen durchgefithrt werden kann. Das Entlifftungsventil kann nun so
modifiziert werden, dass es auch im geschlossenen Zustand durchgingig ist, jedoch weiterhin
zuverldssig zur Umwelt hin abdichtet. Das Ventil befindet sich dadurch im sicheren Zustand
"geschlossen”, was durch einen festen Sitz charakterisiert ist. Der Zustand "offen” ist meist
nicht eindeutig definiert, da der Ventilkérper in der Fiithrung stark wackelt und ein
Verschieben der Grenze ermdglicht. An der Tiille des Drehkdrpers wird ein Schlauch
angebracht, der in einem hydrophoben <=0,2 pm Lufifilter endet. Diese Anordnung wird nun
vorzugsweise durch ETO, Gammabestrahlung, Autoklavieren, oder Ozon (Os)-Behandlung
oder durch Wasserstoffperoxid (H20s)-Behandlung keimreduziert. Somit ist die gesamte
Unfiltratseite bis zum Luftfilter am Entlitftungsventil keimreduziert bzw. keimarm. Zwischen
Entliiftungsventil und Lufifilter wird der Schiauch in ein Schlauchquetschventil eingelegt,
welches den Schlauch zuverldssig zu quetschen vermag. Die Entliftung kann so
vollautomatisch und keimarmst erfolgen. Der Filter wird befiillt, bis Fliissigkeit durch das
Entliiftungsventil und den Schlauch in den Luftfilter eintritt. Der hydrophobe Entliiftungsfilter
blockiert die Fliissigkeit. Gleichzeitig blockiert die Prozessanlage durch ein Ventil auf der
Filtratseite den Produktionsstrom, so dass es zu einem Druckanstieg vor dem Filter kommit,
Dieser wird {iber einen geeigneten Sensor detektiert. Ist ein bestimmter Schwellenwert des
Drucks iiberschritten, wird das Quetschventil des Entliiftungsschlauches geschlossen, und das
Ventil auf der Filtratseite gedffnet. In dieser Vorgehensweise kann mit einem modifizierten
Entliiftungsventil der Filter automatisch ohne manuellen Eingriff modifiziert werden.

Dieser automatische Filterwechsel ist in Figur 2 beispiclhaft gezeigt, wo schematisch das
Arbeitsprinzip des Filtrationsschrittes des Verfahrens und der Anlage unter Ersetzen eines

verbrauchten Filters 17 durch Einschweillen eines neuen Filters 16 veranschaulicht wird.

Das fertig gereinigte biopharmazeutischen, biologischen makromolekularen Produkte aus
der heterogenen Zellkultur-Fluid-Mischung kann am Schluss des Verfahrens durch eine
finale Filtration, bevorzugt durch einen Filter mit einer PorengréBe von 0,2um ein letztes

Mal gefiltert werden. Die finale Filtration kann beispielsweise {iber gammabestrahlte
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Sartopore 2 Kapsulen (Midicap size 7, 0,05m?) in ecin gammabestrahltes SL GE
ReadCircuit Bag erfolgen. Wenn der Fiillstand des finalen Bags ausreichend ist, dann kann

dieses Bag abgeschweilit werden und ein neues Bag an den Prozess angeschweifit werden.

Die Erfindung 16st diese Aufgabe weiterhin durch Bereitstellen einer modularen Anlage
zur  kontinuierlichen, keimreduzierten Produktion wund/oder Aufbereitung eines
biopharmazeutischen, biologischen makromolekularen Produktes aus einer heterogenen

Zellkultur-Fluid-Mischung, umfassend folgende Module:

(a) mindestens ein Filtrationsmodul,

(b) mindestens ein Chromatographiemodul, umfassend mindestens jeweils zwei
Chromatographiesdulen und/oder Membranadsorbern,

(¢} mindestens ein  Ultrafiltrationsmodul  und/oder  mindestens ein
Diafiltrationsmodul und/oder mindestens ein Dialysemodul, und

(d) mindestens ein Modul zur kontinuierlichen Virenabreicherung,

dadurch gekennzeichnet, dass die modulare Anlage geschlossen und keimreduziert

ist.

Das mindestens eine Chromatographiemodul, kann aber auch mehr als zwei
Chromatographiesdulen und/oder Membranadsorbern umfassen, z.B. drei oder vier

Chromatographiesiulen und/oder Membranadsorber.

In einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgeméfen modularen Anlage sind alle in
den Modulen (a) bis (d) cingesetzten und mit produktberiihrten Elemente durch eine
Keimreduktionsmethode keimreduziert, wobei die Keimreduktionsmethode bevorzugt
ausgewihlt ist aus der Gruppe bestchend aus Gamma-Bestrahlung, Beta-Bestrahlung,
Autoklavieren, Ethylenoxid (ETO)-Behandlung, Ozon-Behandlung (03),
Wasserstoffperoxid-Behandlung (H>02) und steam-in-place (SIP) Behandlung.

Bevorzugt sind die modular Anlage selber, sowic die Elemente der Module, die mit
Produktstrom in Kontakt treten, keimreduzierbar und/oder sterilisierbar, bevorzugt
autoklavierbar, gamma-bestrahlbar, mit Ethylenoxid (ETO) begasbar, mit Ozon (Os)

behandelbar, mit Wasserstoffperoxid (H20O2) behandelbar oder mit einer Steam-in-place
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(SIP)-Behandlung behandelbar, was einen keimarmen oder sogar aseptischen Betrieb der

erfindungsgeméfBen modularen Anlage ermoglicht.

In einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgeméfien modularen Anlage sind alle in
den Modulen (a) bis (d) verwendeten produktberiihrten Gegenstinde Emwegartikel oder
werden als Einwegartikel benutzt. Dabei sind die Module bevorzugt durch Verschweiflen
oder durch aseptische Konnektoren miteinander verbunden. Beispielsweise sind aseptische
»~ReadyMate“-Konnektoren der Firma GE bevorzugt in der erfindungsgeméifBBen modularen
Anlage verwendete aseptische Konnektoren.

Bevorzugt werden fertig einsetzbare Einwegartikel (,,Disposables®, ,ready-to-use™) als

gammabestrahlte Elemente verwendet.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform der erfindungsgeméfen modularen Anlage gehen
alle Eingangsfluide durch einen Keimreduktionsfilter, wobei bevorzugt alle Ausginge

durch cine Keimbarriere geschiitzt sind, die ein Riickwachstum verhindern.

Das fertig gereinigte biopharmazeutischen, biologischen makromolekularen Produkte aus
der heterogenen Zellkultur-Fluid-Mischung kann am Ende der modularen Anlage durch
eine finale Filtration, bevorzugt durch einen Filter mit einer Porengrdfie von 0,2um ein
letztes Mal gefiltert werden. Die finale Filtration kann beispielsweise {iber
gammabestrahlte Sartopore 2 Kapsulen (Midicap size 7, 0,05m?) in ein gammabestrahltes
5L GE ReadCircuit Bag erfolgen. Wenn der Fiillstand des finalen Bags ausreichend ist,
dann kann dieses Bag abgeschweillt werden wund ein neues Bag an den Prozess

angeschweilit werden.

Die vorliegende Erfindung einschlieBlich bevorzugter Ausfithrungsformen wird in
Verbindung mit den nachfolgenden Zeichnungen und dem Beispiel erldutert, ohne hierauf
beschrinkt zu sein. Die Ausfihrungsformen konnen beliebig miteinander kombiniert

werden, sofern sich nicht eindeutig das Gegenteil aus dem Kontext ergibt.

Es zeigen:



WO 2016/177650 PCT/EP2016/059700

10

15

20

25

30

- 19 -

FIG. 1 zeigt schematisch ein Verfahrensschema einer Ausfithrungsform des
erfindungsgemidfien Verfahrens. Die Zahlen in Klammern sind Verweise auf die

Massenbilanz, wie in Beispiel 1 und Tabelle 1 aufgefiihrt.

Fig. 2 zeigt schematisch das Arbeitsprinzip des Filtrationsschrittes des Verfahrens und der
Anlage unter Ersetzen eines verbrauchten Filters 17 durch Einschweifien eines neuen

Filters 16.

Fig. 3 zeigt exemplarisch die zwei Verfahrensschritte Vireninaktivierung und
Neutralisierung - zwei Units die modular aufgebaut sind, wobei die pH Sonden pHO0501
und pHO502 autoklaviert werden und der Rest jeweils gammabestrahlt wird. Die pH
Sonden pHOS501 und pHO0502 werden dann in ein Assembly eingeschweifit. Die Bags sind
iiber aseptische GE ReadyMate™ Konnektoren angeschlossen. Die Verbindung zu Prot-A
und der Filtrationseinheit ist zunéchst zugeschweilit und wird dann an die jeweiligen

Einheiten angeschweil3t.

Fig. 4 zeigt exemplarisch den modularen Autbau der Anlage, wobei alle Eingangsstrome
und Ausgangsstrome iiber eine Keimbarriere 10, 13 mit der Umgebung verbunden sind.
Die exemplarische modulare Anlage 1 besteht aus drei Filtrationsmodulen 2 mit jeweils
zwei wechselseitig betriebenen Filtern 13, zwei Chromatographiemodule 3 mit zwei
Chromatographieséulen 4 bzw. zwei Membranadsorber 5 ein Virenabreicherungschritt z.B.
Vireninaktivierung 9, einem Ultrafiltrationsmodul 6 und einem Diafiltrationsmodul 7. Die
Puffer werden iiber einen hydrophoben Filter 15 oder Bubble-trap 14 von Gasblasen
befreit.

Tabelle 1 zeigt diec gemittelten Flussraten und Antikdrper-Konzentrationen der in Figur 1

dargestellten Positionen.

Die verwendeten Bezugsziffern sind:
1 = Modulare Anlage

2 = Filtrationsmodul
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3 = Chromatographiemodul

4 = Chromatographiesiule

5 = Membranadsorber

6 = Ultrafiltrationsmodul

7 = Diafiltrationsmodul

8 = Dialysemodul

9 = Virenabreicherung

10 = Keimreduktionsfilter

11 = Keimbarriere

12 = aseptischer Konnektor

13 = Filter mit einer Porengrife von bevorzugt < 0,45 um
14 = Bubble-Trap

15= hydrophobe Mikrofiltrationsmembran

16 = neuer Filter

17 = verbrauchter Filter

18 = Drucksensor

19 = Lufifilter, Porengrofie bevorzugt <= 0,25 pm
20 = Entliiftungsventil des neuen Filters 16,

21 = Feedpumpe

22 = Fiillstandsensor

23 = Waage

PCT/EP2016/059700
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24 = Ventil
25 = Abfallstrom
26 = Produktstrom
27 = Puffer
5 28 = Fliissigkeitsdetektor

29 = Bag
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Beispiel 1

Um ein Protein kontinuierlich und keimreduziert aus einer heterogenen Zellkultur-Fluid-
Mischung zu reinigen, wurde eine Miniplant mit folgenden Modulen und zugehdorigen

Verfahrensschritten aufgebaut:

Wenn nicht anders vermerkt wurden im Prozess MasterFlex-Schlauchpumpen mit einem
FEasylLoad-II Pumpenkopf verwendet. Als Schlduche wurden Masterflex LS16 bzw. Cflex
oder Sanipure verwendet. Alle eingesetzten produktberiihrten Bauteile wurden mit 25kGy
Gamma-bestrahlt. In Ausnahmen, wenn Gammabestrahlung materialtechnisch nicht
zuldssig war, wurden Komponenten bei 121°C fiir 20min autoklaviert. Teilassemblics mit
pH-Sonden oder Virenfilter. Wenn moglich wurden fertig einsetzbare Einwegartikel
(,,Disposables”, ,ready-to-use”) als gammabestrahlte Module verwendet. Dies war
ausnahmslos bei allen Beuteln (,,Bags™) der Fall. Diese Bags wurden in der Regel mit
ReadyMate® Konnektoren der Firma General Electric (GE) an die Module verbunden.
Zwischen jedem Modul wurde eine Single-Use gammabestrahlte Bag (ReadyCircuit 1L,
GE) als Ausgleichsbehilter zwischen dem Ausgangsstrom des Moduls n-1 und dem
Eingangsstrom des Moduls n platziert. In der Regel existierte zu dem Zeitpunkt in jedem
Modul ein Eingangs- und ein Ausgangsstrom. Wo eine Entliiftung der Produktflissigkeit
vorteilhaft war, wurden die Behilter iiber einen hydrophoben 0,2 pm Filter von der

Umgebung abgeschlossen.

A, Upstream

i) Perfusions Reaktor

Zur kontinuierlichen Herstellung eines monoklonalen Antikorpers I1gG wurde ein 10 L
Perfusionsreaktor verwendet. Die viable Zelldichte betrug im stationdren Zustand 60-70
Mio Zellen / mL. Der Titer betrug ~115 mg/L . Die Produktion wurde mit zwei parallelen
Perfusionsreaktoren fiir 28 Tage betricben.

ii) Zellriickhaltesystem System

Das Produkt wurde kontinuierlich iiber einen Schrigplattenabscheider (Settler) abgefiihrt,

durch den ein GroBteil der Zellen zuriickgehalten wurde.
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B. Downstream DSP-1

i) Zell-Klirfiltration

Die Klirfiltration erfolgte liber parallel betriebene Sartoguard NF 0,2um Filter (T-style,
MaxiCap, 0,65m?). Fig. 2 zeigt wie hier ein geschlossener keimarmer Prozess realisiert
wurde. Sowohl die Filter wie auch das Schlauchassembly wurden gammabestrahlt. Die
Fingangs- wund Ausgangsleitungen wurden iber aseptische Konnektoren mit
gammabestrahlten Bags (GE ReadyCircuit 1 L) verbunden, die als Ausgleichsvolumina fiir
schwankende Flussraten dienten. Zum Entliiften waren die Filter dabei an hydrophobe
0,2um Lufifilter gekoppelt wodurch das Modul im Sinne der Erfindung geschlossen war
(Fig.2). Der Luftfilter war entweder ein Emflon IT der Pall Corp. oder eine Midisart2000
der Firma Sartorius Stedim. Die Entliiftungsventile waren dabei in der Art modifiziert, dass
sie auch im geschlossenen Zustand durchgingig waren, dabei aber immer noch zuverldssig
zur Umwelt hin abdichteten. Hierzu wurde am Sartoguard NF der innere Dichtungsring des
Entliftungsventils entfernt und das Ventil vor der Gammabestrahlung geschlossen. Dieses
Ventil wurde gegen Offnen zusitzlich gesichert. Das Ventil befand sich dadurch im sicheren
Zustand "geschlossen”, was durch einen festen Sitz charakterisiert war. Das Entliiftungsventil
war mit dem Luftfilter iiber ecinen Schlauch verbunden. Zwischen Entliiftungsventil und
Luftfilter war der Schlauch in ein Schlauchquetschventil eingelegt. Der Filter wurde befiillt,
bis Fliissigkeit durch das Entliftungsventil und den Schiauch in den Lufifilter eintrat. Der
hydrophobe Entlitftungsfilter blockierte dann die Flissigkeit. Gleichzeitig blockierte die
Prozessanlage durch ein Ventil auf der Filtratseite den Produktionsstrom, so dass es zu einem
Druckanstieg vor dem Filter kam. Dieser Druckanstieg wurde iiber einen Pendotech-
Drucksensor detektiert. War ein Schwellenwert von 0,5 bar iberschritten, wurde das
Quetschventil des Entliiftungsschlauches geschlossen, und das Ventil auf der Filtratseite

gedffnet.

ii) Konzentration und Umpufferung

Das Filtrat aus der 1) Zell-Klérfiltration wurde zunichst iiber eine Ultrafiltrations-

Hohlfaser-Membran (GE  Healthcare ReadytoProcess, 0,2m?  gammabestrahlt)
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kontinuierlich um den Faktor 10 aufkonzentriert. Als Kreislaufpumpe diente cine
disposable QuattroFlow 1200 SU Pumpe, dessen Pumpenkopf vor der Gammabestrahlung

in das Schlauchassembly eingebunden wurde.

Die Medienbestandteile des konzentrierten Produkts wurde dann mit einem 50mM
Imidazol/NaCl Puffer iiber eine Gambro Revaclear300 Dialysemembran ausgetauscht. Das
Modul wird vom Hersteller steril verpackt geliefert und wurde unter einer Sterilbank mit
dem gammabestrahlten Schlauchassembly verbunden. Das Permeat aus der
Aufkonzentrierung und der medienbehaftete Abfallstrom wurden in  einen
gammabestrahlten 200L Sartorius Flexboy geleitet. Das Auswechseln des Flexboys wurde

durch UmschweiBlen mit einem Sartorius Schweifigerédt durchgefiihrt.

0.2pm Filtration
Das Produkt wurde vor der Abfiillung kontinuierlich mit gammabestrahlten Sartoguard NF
Filtern (MaxiCap Size 8) im Wechselbetrieb in ein 200L Flexboy filtriert. Aufbau und

Betrieb war Analog zu B. Downstream DSP-1 1) Zell Klédrfiltration.

C. Downstream DSP-11

0,2pm Filtration
Nach der Lagerung wurde das Produkt aus dem DSP-1 nochmals filtriert, um die

nachgeschalteten Chromatographiesiulen vor Partikel zu schiitzen.

1. Capture Chromatography

Mabselect Sure (GE) wurde als Prot-A Harz zum Isolieren des IgG benutzt. Dabei wurde
der 1gG bis zu Faktor 10 aufkonzentriert und der groBte Teil der Kontaminanten entfernt.
Fine kontinuierliche BioSMB-Anlage der Firma Tarpon Biosystems, Inc. wurde benutzt
mit 12 Sdulen (ID 16 mm, L 80 mm), wobei 8 Sdulen in der Ladezone waren (2 Sédulen in
Seric und 4 parallele Serien). Der gesamte Flussweg inklusive der Séulen wurde durch
Sanitisierung oder gamma-Bestrahlung keimarm gemacht. Die Beladung pro Zyklus betrug

32 Sédulenvolumina pro S#ule. Als Puffer wurden Acetat Puffer mit unterschiedlichen
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Molaritidt, pH und Leitfihigkeiten eingesetzt. Sémtliche Puffer wurden iiber einen
gammabestrahlten oder autoklavierten 0,2um Filter in ein gammabestrahltes Bag filtriert.
Die Ausgangsschlduche der Pufferbags wurden an die Einginge der BioSMB-Anlage
geschweilit. Diese hatte an Thren Eingingen jeweils eine gammabestrahlte Entgaser
Membran (Liquicell Micro Module, Membrana). In gleicherweise wurde die
Produktleitung tiber einen solchen Entgaser an den Eingang der BioSMB-Anlage
angeschweiBt. Uber eine Vakuumpumpe mit 50mbar wurden dann alle Eingangsstrome

entgast.

1. Virus-Inaktivierung und Neutralisierung

Das Virus-Inaktivierung und Neutralisierung bestand aus drei Modulen und befand sich
zwischen der Capture Chromatography und einer 0,2um Filtration: (a) eine
Homogenisierungsschleife mit einer Schlauchpumpe M0502 (b) einer Verweilzeitschleife
schematisch als gewickelter Schlauch dargestellt (¢) einem Neutralisierungsbag in dem der
pH auf 7,5 cingestellt werden konnte. Die Module wurden entsprechend der
Schweilistellen in Fig.3 einzeln vorgefertigt und gammabestrahlt, wobei die Enden jeweils

zugeschweilit wurden.

Leitungsabschnitt mit pH Sonden, hier pHO501 und pH0502, wurden autoklaviert. pH
Sonden Abschnitte wurden dann in Assemblies eingeschweift.

Bags wurden wie gezeigt iiber aseptische GE ReadyMate®™ Konnektoren angeschlossen.
Die Verbindungen zur Protein A Eluat-Leitung und Filtrationsmodul waren zundchst

zugeschweifit und wurden dann an die jeweiligen Module angeschweilit.

0,2pm Filtratien
Proteine konnten nach einem pH-Shift prizipitieren, wobei das prézipitierte Protein

abfiltriert wurde.

Chromategraphie Intermediat und Polish
Das Produkt aus der obigen 0,2pum Filtration wurde iiber zwei Chromatographieschritte
durch zunéchst vier sequentiell (4-PCC) betricbenen 2,5ml Capto Adhere (2,5ml GE) und

dann zwei wechselseitig betricbenen 20ml Anionentauscher (Pall Hypercel StarAX)
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aufgereinigt. Dabei wurden ProtA Leachables, DNA, HCP und Aggregate abgereinigt. Die
zwei Chromatographieschritte wurden iiber ein gammabestrahles Bag (GE ReadyCircuit®
1 L) miteinander verbunden, in dem durch Zufuhr von Wasser die Leitfihigkeit
entsprechend der Anforderung des Anionentauscher auf 7,5mS/cm eingestellt wurden.

Der gesamte Flussweg inklusive der Sdulen wurde sanitisiert oder gammabestrahlt. Die
Beladung pro Zyklus betrug 50 Sédulenvolumina pro Sdule. Als Puffer wurden Acetat
Puffer mit unterschiedlichen Molaritdt, pH und Leitfihigkeiten eingesetzt. Sdmtliche
Puffer wurden iiber einen gammabestrahlten oder autoklavierten 0,2um Filter in ein
gammabestrahltes Bag filtriert. Die Ausgangsschlduche der Pufferbags wurden an die
Finginge der BIO- geschweilit. Diese hatte an lhren Eingingen jeweils eine
gammabestrahlte Entgasungsmembran (Liquicell Micro Module, Membrana), In
gleicherweise wurde die Produktleitung der obigen 0,2pm Filtration iiber einen solchen
Entgaser an den Fingang der BioSMB-Anlage angeschweiBt. Uber eine Vakuumpumpe
mit S0mbar wurden dann alle Eingangsstrome entgast. Der Abfallstrom wurde in einen
gammabestrahlten 200L Sartorius Flexboy geleitet. Das Auswechseln des Flexboys wurde
durch Umschweiflen mit einem Sartorius Schweifigerit durchgefiihrt.

Der Produktstrom wurde wiederum in einem gammabestrahlten Produktbag (GE

ReadyCircuit 1 L) aufgefangen.

Vorfiltration
Aus dem Produktbag der Polish Chromatographie wurde die Produktiosung zunichst iiber
eine 0,1 um Kapsule (Sartopore2, MidiCap size 9, 0,2m?) vorfiltriert. Durchfithrung und

Aufbau waren analog zu der B. Downstream DSP-1 1) Zell Klérfiltration.

Virus Filtration

Die Ausgangsleitung aus der Vorfiltration wurde direkt iiber eine Schlauchpumpe mit dem
Eingang der Virusfiltration aus C. Downstream DSP-II {iber Verschweillen verbunden.
Ansonsten war der Aufbau und Betrieb der Virusfiltration aus C. Downstream DSP-II
analog zu C. Downstream DSP-II 0,2um Filtration. Jedoch wurde als Virusfilter ein
Virosart CPV Filter (MidiCap size 9, 0,2m?) verwendet, der gemil der Herstellervorschrift

eingespiilt und autoklaviert wurde. Wiederum wurden die Filter in das Assembly
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eingeschweilit. Der Produktstrom wurde wiederum in ein gammabestrahles Produktbag

(GE ReadyCircuit 1 L) gepumpt.

Finale Konzentrierung und Umpufferung

Die finale Konzentration und Umpufferung war analog zu der obigen B. DSP-I ii)
Konzentration und Umpufferung aufgebaut und unterschied sich nur dadurch, dass eine
autoklavierte UV-Zelle zur Uberwachung der Produktkonzentration in die
Konzentrationsschleife eingebunden war. Die Umpufferung erfolgte ebenfalls analog zu
der obigen B. DSP-I i) Konzentration und Umpufferung, wobei hier ein 50mM
Phosphatpuffer pH 7,5 eingesetzt wurden. Der Produktstrom wurde wiederum in ein

gammabestrahles Produktbag (GE ReadyCircuit 1 L) gepumpt.

0,2pm Filtration

Die finale Filtration erfolgte wie oben in B. DSP-1 i) iiber gammabestrahlte Sartopore 2
Kapsulen (Midicap size 7, 0,05m?) in ein gammabestrahltes 5I. GE ReadCircuit Bag.
Wenn der Fiillstand des finalen Bags ausreichend war, wurde dieses Bag abgeschweifit und

ein neues Bag an den Prozess angeschweil3t.

Eine regelmdBig gefahrene Laufzeit des erfindungsgemifien Verfahrens, wie in Beispiel 1
beispielhaft  beschricben, war 3 Tage ohne Keimwachstum, wobei die
Chromatographiesiulen durch eine 40 % Isopropanol + 0.5 M NaOH sanitisiert wurden.
Bei Laufzeiten des erfindungsgeméBen Verfahrens von iiber 3 Tage wurden die

Chromatographieséulen gamma -bestrahlt.

Die gemittelten Flussraten und Antikdrperkonzentrationen der in Figur 1 dargestellten

Positionen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1
Process  Volumetric flow Antibody flow
Antibody concentration
stream rate rate
- mL min™ g L? gd!
1 33.3 0.0 0.00
==
¥ = 2 33.3 0.1 5.5
£ 3
g & 3 33.3 0.1 5.5
s 2
é E 4 5.3 0.7 5.4
5 53 0.7 5.4
6 30 0.7 30.0
7 30 0.7 30.0
o 8 4.2 4.6 28.0
g 9 4.6 42 28.0
ot
2 10 9.3 1.8 23.6
3
8 11 9.3 1.7 233
12 2.0 8.0 22.8
13 2.0 8.0 22.7

Die Arbeiten, die zu dieser Anmeldung gefithrt haben, wurden gemifl der
Finanzhilfevereinbarung ,Bio.NRW: MeBiDiK - Modulare Bioproduktion -
Disposable und Kontinuierlich® im Rahmen des Europiischen Fonds fiir regionale

5  Entwicklung (EFRE) gefordert.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur kontinuierlichen, keimreduzierten Produktion und/oder Aufbereitung
eines biopharmazeutischen, biologischen makromolekularen Produktes aus einer

heterogenen Zellkultur-Fluid-Mischung, umfassend die Schritte:

(a) Bereitstellen eines partikel-freien Fluids aus einer heterogenen Zellkultur-Fluid-
Mischung, welche das Produkt enthilt, in Form cines Produktstroms,

(b) mindestens eine Filtration, wobei ein Filtrat erhalten wird,

(c) wenigstens zwei Chromatographieschritte zur Reinigung des Produktes,

(d) mindestens eine Virenabreicherung,

(¢) mindestens eine Ultrafiltration und/oder mindestens eine Diafiltration des

Produktstroms (26) der Schritte (b), (¢), und/oder (d),

dadurch gekennzeichnet, dass die wenigstens zwei Chromatographieschritte aus (¢) eine
Reinigung 1iiber wenigstens jeweils zwei Chromatographiesdulen (4) und/oder
Membranadsorber (5) umfasst und,

dass das Verfahren geschlossen und modular durchgefiihrt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen den wenigstens
zwei Chromatographieschritten in (¢) und/oder nach der Vireninaktivierung in Schritt (d)
cin oder mechrere weitere Schritte zur Finstellung des pH-Wertes und/oder der
Leitfdhigkeit und/oder Filtrations- und/oder Konzentrationsschritte und/oder ein

Pufferaustausch erfolgen.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass alle in den Schritten
(a) bis (e) eingesetzten, produkt-berithrten FElemente durch eine geeignete
Keimreduktionsmethode keimreduziert sind, wobei die Keimreduktionsmethode bevorzugt
ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestchend aus Gamma-Bestrahlung, Beta-Bestrahlung,
Autoklavieren, Ethylenoxid (ETO)-Behandlung, Ozon-Behandlung (O3),
Wasserstoffperoxid-Behandlung (H>0») und Steam-in-place (SIP) Behandlung.
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4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass alle ab Schritt (b)
verwendeten produktberiithrten Elemente Einwegartikel sind oder als Finwegartikel benutzt

werden.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass alle Eingangsfluide
durch einen Keimreduktionsfilter (10) filtriert werden und, dass bevorzugt alle Ausginge

durch eine Keimbarriere (11) geschiitzt sind, die ein Riickwachstum verhindern.

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die modularen
Verfahrensschritte in Modulen durchgefithrt werden, wobei die Module miteinander
verbunden sind, wobei die Module bevorzugt durch Verschweilen oder durch aseptische

Konnektoren (12) miteinander verbunden sind.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass in den
Schritten (a) bis (e) alle verwendeten Fliissigkeiten, Gase und Feststoffe keimreduziert
sind, wobei die Keimreduktion bevorzugt durch eine Filtration durch einen Filter (13) mit
einer PorengroBe von bevorzugt < 0,45 um erfolgt, und, dass bevorzugt wihrend des

Verfahrens keine Inprocess-Sterilisierung durchgefiihrt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass vor Schritt (¢) ein
Entgasen aller Fluide durchgefithrt wird, welche auf die wenigstens zwei
Chromatographiesdulen (4) kommen, wobei dass Entgasen vorzugsweise durch mindestens
eine  Bubble-Trap  (14) und/oder durch  mindestens eine  hydrophobe
Mikrofiltrationsmembran (15) iiber Vakuum und/oder durch Behandeln mit Ultraschall

und/oder durch Durchperlen mit Helium erfolgt.

9. Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das partikel-freie Fluid
aus Schritt a) mindestens einer Ultrafiltration gegen einen mikrobizid-haltigen Puffer
unterzogen wird, wobei das Mikrobizid bevorzugt ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend
aus Imidazol, Benzoesiure, Sorbinsdure, para-Hydroxybenzoesiure-Ester, Sulfite,
Disulfite, Azide, Orthophenylphenol, Nisin, Natamycin, Hexamethylentetramin,
Dimethyldicarbonat, Nitrite, Nitrate, Essigséure, Ascorbinséure, Isoascorbinsdure, L-

Milchsdure, Propionsdure, Borsdure und Lysozym.
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10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass das
biopharmazeutische, biologische makromolekulare Produkt ein Protein, Peptid ist oder
egine DNA oder RNA umfasst, wobei das Protein oder Peptid ausgewdhlt ist aus der
Gruppe bestechend aus monoklonalen Antikérpern, polyklonalen Antikdrpern,
rekombinanten Proteinen und Protein-Impfstoffen, und wobei die DNA oder RNA Teil
eines DNA- und/oder RNA-Impfstoffes ist.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die
wenigstens zwei Chromatographieséulen (4) und/oder Membranadsorber (5) des Schrittes
(c) Produkt nach dem Affinitdtsprinzip, iiber ionische Wechselwirkungen, iiber
Metalchelat-Bindung, iiber hydrophobe Interaktionen oder iiber van-der-Waals-Krifte
binden, wobei die wenigstens zwei Chromatographiesiulen (4) und/oder Membranadsorber
(5) bei Bindung nach dem Affinitdtsprinzip einen Ligand umfassen, der bevorzugt
ausgewihlt ist aus der Gruppe bestchend aus Protein A, Protein G, Protein L, IgM, IgG
und einem von Protein A, Protein G, Protein L, IgM und IgG unterschiedlichen

rckombinanten Protein, welches eine Affinitit fiir das Produkt hat.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass das
Verfahren der Schritte (a) bis (e) eine Laufzeit von mindestens 4 Stunden, bevorzugt von
mindestens & Stunden, bevorzugt von mindestens 12 Stunden, bevorzugt von mindestens
24 Stunden, weiterhin bevorzugt von mindestens 48 Stunden, weiterhin bevorzugt von
mindestens 7 Tagen, weiterhin bevorzugt von mindestens 4 Wochen, und besonders

bevorzugt von mindestens 8 Wochen aufweist.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen
den Schritten a) bis e) und/oder danach mindestens ein Filtrationsschritt umfassend

mindestens einen Filter (13) durchgefiihrt wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Filter (13) automatisch
unter keimreduzierten Bedingungen gewechselt wird, wobei bevorzugt der automatische

Filterwechsel die folgenden Schritte umfasst:
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Umschalten des Flussweges auf einen neuen Filter (16) bei Uberschreiten eines
Schwellenwertes an einem Drucksensor (18) auf der Unfiltratseite unter
VerschlieBen des Flussweges, wobei das Produkt im verbrauchten Filter (17)
bevorzugt durch ein Gas oder eine Fliissigkeit in die Filtratseite gedriickt wird,
oder bei Uberschreiten einer maximalen Zeit des verbrauchten Filters (17) im
Flussweg, oder bei Uberschreiten eines maximalen Volumens an Filtrat durch
den verbrauchten Filter (17),

Entliiften des neuen Filters (16) iiber einen Luftfilter (19) mit einer PorengrofBe
von bevorzugt <= 0,25 um am Entliiftungsventil (20) des neuen Filters (16),
bevorzugt unter Beforderung von Produkt in den neuen Filter (16) durch eine
Feedpumpe (21), oder in einen keimreduziert angeschlossenen, geschlossenen
Bag (29),

Detektion der Beendigung der Entliiftung des neuen Filters (16) auf der
Unfiltratseite durch den Drucksensor (18) oder einen Fiillstandssensor (22) oder
eine Waage (23) oder einen Fliissigkeitsdetektor (28),

Offnen des Filtratausgangs und Verschluss des Flussweges zwischen
Entliiftungsventil (20) und Luftfilter (19) durch ein Ventil (24), und

Austausch des verbrauchten Filters (17) gegen einen neuen Filter (16).

15. Modulare Anlage (1) zur kontinuierlichen, keimreduzierten Produktion und/oder

Aufbereitung eines biopharmazeutischen, biologischen makromolekularen Produktes aus

einer heterogenen Zellkultur-Fluid-Mischung, umfassend folgende Module:

(a) mindestens ein Filtrationsmodul (2),

(b) mindestens cin Chromatographiemodul (3), umfassend mindestens jeweils zwei

Chromatographiesdulen (4) und/oder Membranadsorber (5),

(c) mindestens ein Ultrafiltrationsmodul (6) und/oder mindestens ein Diafiltrationsmodul

(7) und/oder mindestens ein Dialysemodul (8), und

(d) mindestens ein Modul zur kontinuierlichen Virenabreicherung (9),

dadurch gekennzeichnet, dass die modulare Anlage (1) geschlossen und keimreduziert ist.
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16. Modulare Anlage (1) nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass alle in den
Modulen (a) bis (d) ecingesetzten und mit produktberithrten Elemente durch eine
Keimreduktionsmethode keimreduziert sind, wobei die Keimreduktionsmethode bevorzugt
ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestchend aus Gamma-Bestrahlung, Beta-Bestrahlung,
Autoklavieren, Ethylenoxid (ETO)-Behandlung, Ozon-Behandlung (03),
Wasserstoffperoxid-Behandlung (H20») und steam-in-place (SIP) Behandlung.

17. Modulare Anlage nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass alle in den
Modulen (a) bis (d) verwendeten produktberiihrten Elemente Einwegartikel sind oder als
Einwegartikel benutzt werden und, dass die Module bevorzugt durch Verschweilen oder

durch aseptische Konnektoren miteinander verbunden sind.

18. Modulare Anlage nach Anspruch 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass alle
Eingangsfluide durch ecinen Keimreduktionsfilter (10) gehen und, dass bevorzugt alle
Ausginge durch eine Keimbarriere (11) geschiitzt sind, die ein Riickwachstum von

Mikroorganismen verhindern.
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B, A3k 22 /D 8/NIT , LIk B /b 127Nk, fIL ik B2 /D 24/ N, BRI i 2 /A8 /NE, RE ARk &2 /T
R, AL &4 R i 22 /08 I 1a 47 I8 ]

L3 ARIEAUHN EER 1 & 1 24F — T J7 v, HAHEAE TP BRa) &e) Z 1A/ B 5 1HEAT
A8 E DR (13) K ED— DS TR,

14 ARFEAUCR LR 1M T73% , HARFIEAE TR A M 2641 T B B B e ad 2 (13) , H
H ik H B e g IR S R AP IR

(1) e AEYER AN b1 R A% B (18) Ab iy i 4B H. H v A ade il i A B A4 1H
SRS (L) H B = S HE SR DL T, SRR I i A () TH S 828 (17) 1 S KB TR] ()
TEOLR, B T & IR JE 2% (17) BIE VR A S R AR R A LR, 7RIS o0 P I K im g Ul
e 2 B yEds (16)

(i1) ZHFLIER (16) AR (20) A B ALEE 0.25 IR = gL
(19) ¥ HriLyeas (16) HES, ik S Bhdb el o (21) K= i AL 25 2 Hrid JE2% (16) BLLLRAE Wik
DT OB E AL (29)

(111) FEARUETEM_EAE B D4R idkds (18) BURM A& B8 (22) BR T (23) B 1A I
ay (28) K iHT I JE A% (16) FIHEFRA W,

(iv) A B (24) FT IR H DR SC P FEHE AR (20) A Ak 2% (19) Z TR %
F

) I ESS (07) #e o e as (16) o

15. F T B JE 35 R A0 M 155 772 0 0 6 e 22 HL 3 AR W2 Ji A 7= A/ Bl Ak B A ) 1) 25 1
PR B % % (D), HAS R oS

(a) Z/D—AIER (@),

(b) ZA—AEIERE (3) , HALF 2 /D% AN E A (4) F1/ BB 48 5)

(c) Z—ABIEBI (6) A1/ D— B PR (7) F1 /8L 2 D — MBI (8) ,
F

@) BA—AHTIESHREFERA AR ),

HARFEAE T Frid Ak v £ (1) 2 35 P B9 A A= sk D 1)

16 AR FEACH R 15 AL B 2% (1), FHRFAELE T8 B AE Wil D O3 i X Ak (a) 22
(d) H A HL 5 7= 42 A 1 B A o it DA A= s 2, e e BT i Ak A sk 2D T v A e e
Y ERS BRI L R K AR O (BTO) A HE L AR AL FE (0 I E AL A AL FE (Ho02) AR AL
VR K T (SIP) 4bFE

17 ARFEACH EE R 158 16 BEHAL ¥ £, FURHIEAE TRk (o) & (d) Wl I 5 77 i 42
fik 1) BT A A e — P ) ot B R A — O L, 9 B R ABE e gt e o R 4 el e T TR
Feds B AL

18 AR FEAUHN EER 15 2 1T PR #5 , FHRFEAE TP A\ AR 22 0 3l AR sk 2D ik

3
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T (10) , HLArA i DAL By B s e A i 2B W B (11 FR 37



CN 107995924 A W OB P 1/13 7

FFES B R 0 A P 0/ s A0 T8 A R RO A RIS &
ML

[0001] AR B K AT H B35 SR 4 i 855 77 0 R A W00% 2 HLACAE Wi/ b A= 7= i/ s Ak 3
P PR AL & RV

[0002]  FELEMIEARA A, B A BB o JLHR 40 X B R & AT I ik AN i
SRPR AR, P AR AR P R A R S B AN PR O T AR TR AR S U Bl AR 7
LR

[0003]  JEAESR, OR AR ST , fEAE MR R A FE i n] LLIEAT IE SRR e, Hoh AN [H T it
1 1% 7E AT DL W AT

(00041 5y R/ il (1) il 245 A2 7= BE SR AE I ) 52 AR RN 53 77 T K 8 3 H DA BRI vl LGB 1Y)
A2 ) I T s FE AR TG TR 7= it o DA 1) S 3 S £ 22 PO T £ AR BSUE A 7= b R 2 TA) 1 7= b
ST (1) 28 XI5 G, B 5 A A 77 B AR H 5 AT IR AE , FLAE T 20 1R i A 3 4 2 E
=

[0005] X BEI& AT LU AbBE (USP) , BV B s H B A= 40 7= b () 26 7=, S8 AT R i b 3
(DSP) , BUA T = i O 4240

[0006] 4G Uf 7 K TR , TG B PR B0 B D 35 9710 5 R FE A1) 8 T F 2 R B 2% BORMRL 4>
b % 9K B G A3 FHSTPHIAR (SIP = JRAT K ED .

[0007]  Fq v 45 2 s B 1 I 87 23452 T B T R A7 1 S 7 2% P R R MR R 50 4, e L 7
A5 A A 7= i SR e ()48 L T o 3K FE AR DB A AR 7= IR US P AR 451 G 52 e 455 7 25 o) % AN A I
(1) T 220 BRI AEDSP R SEMAIE AR A7k AR R ~ pHIR 15 72 i 20 25 (49 e o € iy e B 4
e ~ 22 (Umpuf fern) FT K&

[0008]  7E FUIX 3, A EL SRR A L2058 8 R, 7E A AR B L R AT
B L2 AR, fEES: T2, S B R 4l 2 B (8] HRS vl ge o i vl 2P IR it 17
XA I AE SR A FE A KR D BRI A DL AT o ER AR I, TR 075 G RS BE 4l 7y k5
TERIIBOL R BV 245

[0009]  WO02012/078677HIAR T Bl o 15y 3% 252 Ab B AR W) i) 24 7= o ) 7 9 it 2% S FL AR R
oA PR T R BIAE — IRV 8 T o SR W02012/ 0786 7 THE A4 55 A = A= i) 24 7= o Fl A=
Whre il B 78 AR B A FT B T7 S AE SEE P AN AT . W02012/0786 7T A A T K B
AR

[0010]  US 2014/0255994 ALAJF 7 AT A r=i697 h8 E Joa i 8E B 22 7 7% o (H 72, US
2014/0255994 AL A FFAEIX PP 5 1 b Al AAS K B BB A R AR 40E

[0011]  EP 2 182 990 ALAH 1 @i FFAIK 28 SR v A K T 1 77V

[0012] 55, FE VR4l L —2RiE,

[0013]  FEA KB , LR TR E LT £/ T B A & FhoJ5 i, 78 ik J5 i b
W 30 B i oRHR AR 2 NP B A LD B AT, NP BT AR AL S SRR
W TEE B TR P2 & TP IR 2 AR 25— 3B 00 P SRR MRV e 7= S B o AH Y.
Hh, 7= S RHAL N E B T SR IR B B B TR G R E LI B T 1R IE AT 2 BT R
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BIGT A TAE, BEPAMKCE R (1) 5 e R I A ER R 2 e AT = Bk .
[0014]  FEAKBHH , ARIE Tl A=/ 2 Fi id ik 3 AR P98/ 7 32 mT S AE 4
THER D IR 5 R 57 Th] AR Bl SR A AR AR B AR i U LF- 0 , A Bl Bl A ik /b 77
AT LR E v 3RS BEES  m R KB IR LK (BTO) Ab PR AN TR A 789K w7 (STP) 4b#E
[0015]  FEAR KB H , ARIE “— kPR 7 2 58 5 7= Al 0 A DG4y, R R 2R B VAR e
YRS ANER O, & A T — IR IR G 7 B, Hod ik 25 48 BE o] LA B 28Rk m A
FH 455 J 1 J o 7 AR K BH HR 2R AT A A3 76 AR R B ) O v ANUfsE FH — IR 9 ELRE ) 6% 7 V2
H AN Pl P %) R B A P ot A8 e B S o E AR R B R BB G S E s FsPE FT R RT EE
A58 D 1) SR B R A R PR — I it FRT AR o T sk P ) — 1 P i ot L) PE AR A A
AR (1) 5 i R T B AR AR “ S B 7 BB {8 T (Single—Use) ™ fill il C“SUEEAR™) o H 1t id gt
— 5 O AR R BRI D V2 AR AN U % R AR DR RS
[0016]  FEAKBHH , ARIE 7= okt 2 fa Kk B3 & 7= i 3R 4 B 355 F2 0R A 9 ) Tk
TR, CL AR e B B 5 VI 5 B 7 WD BRI 7 B I BE S VS 0 R RE U
(Virenabreicherung) J& Y85 B UE JG BUAS K BRI 7 VA 1) 13— 2020 IR 1) 7= i Bk,
HH BT 7= et RHALBE 5 PT DL AN [ 9 B ANl
[0017]  FEA J B A, AR E P B FE IR A2 T 1op A 140 A0 A 10 B B 7 AR RV P o 1 R S
I, LR A3 A IR AR R BT 2 10 903 B 56 4 K AN/ BRI R o
[0018]  FEA KB A, ARTE R A" 2 F8 v LIRS B 58 4 M il o A= 0 A= K 1 4 Joit » B
Hh BT R AR A 30 AT LA DA B R AR 7 I G i A, S L 7R A R B 1 7 v e
eI
[0019]  FEA B, RAE SIS 248 FH TSR IR 2 B, H M OCRV R e i it
.
[0020]  FEAKBAH, ARG “BEHA” 2 F6 A I B I D732 100 8% 20 B T DR FLAH S F2  BR A
e g AT, Az AR R TRAC B R AR kD (1), 1 AT LA L P 20 H AN ] () 4 A B A
JUEECN
[0021]  FEARKBIH, R E Bt & 27 2 58 F T 34T 2 /WA N/ 8 B b R —
RYVEAERMEE CBon”) , Fodpal AR 16 AR C7= SRR R4 A R B, 1% 25§16 3&
FIESEIAT — AT IR UL E SRR CTP= iR 1817 7RI, “BE b 13487 1 %%
B R DA DL 25 P2 G EARIE 2 o AR AR R B HR AR S A1) 2 Tt YR B 2 | A i AR e 3 | R A
HL6 IS YRR T RIS T AR RS
[0022]  FEA B, RAE “BF 7 2 F8 A% K B B 07 V2 R0 AR B ARSI AL 1 4% 1) I8 AT B
EATI B AT g A8 I B 7 V2 R0 I IR AR A £ A A B I P A R R AR N A
N AR A G2 S T NSNS I B A S B B A PR O VR R R PR A R B 1 A AR AL,
WA, (B IR B s 0 DA 8 G 26 72 A/ A EE R 77 B R OE = N RS N O AT
[0023]  FUAHEARH T AR W7 EEA T 30 & — R5Ek S
[0024] A== AL b 24 A AE W7 B i B AN D5 I8 S BMBE B R A AR D iR

1. HEFEREFE

2. MIPEHE RS,

VEB B LRN2I B AR, AT DU F R A ik 77

6
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3. Y & (Abtrennung)

4. SRR BN S IR A T e, PG P B o TR 4

5. AW A REA, A ik d i TG R i

6. TR,
[0025] G, HEAT FH Tk — B4 P2 Wbl i — 0 B IR R I 2

7. JEERKIE

8. HHA, AN

9. fRIEHE—BIREELIE , W far AR CE R I 38
[0026] 25 RE& R AM 2 A P v 1) v S AR L 18 S AMEE AT R AP IR

10. i [a]-FRE R Al

11, AW gar B A, B anJe vk i

12. JWEEILIE

13. SRl a4, L de e , i

14. TEidIE.
[0027] 75 bl AE =, 8 TR A A A 0 A B 7 2R AR 0 P i, 9 B 1 5 9 iR T
PEER 0o 128 TRV A2 T2 0 D 240 A R FEL - () B AR AR KB IR 2L, |l T SR B AR M 1) 3
A KAGE S I RE I BT R AN A S A KA RS AT I TR A R S R )
B, RN BE A 1% 7 S AT IS TR SG I, 8 IR0k 8k 52 25 Y, B R UAEYIM T g A KA
D] I 2 72 B AR 0 7= U ) 5 A A ok o
[0028]  Jhy 1 R FF e R 14 5 ARG B A T [ g 7 A5 o 22 A 7= 1 4% 1A R T A R i 2
PR SR, Ae 38— VR PR AR B T A P S E T 37 b B AN W 16 K ) Y
[0029]  {H &, %F FIX Fl 7 vk 0 e K 3B 47 I 18] ONEU/IN S 50R 250D 5 T 25 3 it 2
AT B SR ALIE PR (CIP) #t, ol anf& Bh1 M NaOHiH &5 « fE £/ NS B B (1 is 4T
I TE] (P47 R LGSR R 7 v RN % A i TR 7 e TR 25 5 R AR mTRE iS5 e A/ 5
AR AE IR K .
[0030]  [Klith, 7% 2 AR XY R 40 Mu 35 7R VR S W e SR Al = S ) v, il TR A
AT i S e IR A I 1) i aiE AT
[0031]  [RI A& BH I — A H B A2 T I 1T & 40/ INi 22 550 8] (1) i () B S i 7= ot , 81 n
3R ) 7 92 RAR SR 4
[0032] A<V B J e B2 A1 A 35 o 40 H 855 7R R A 0% 48 EL AR Wit/ i A = A/ B Ak 3
ARG A Ko T2 I G RSB — B, 1% 5 S

(@) LA ShRHALR T SUHR ok B 2 BT it 7= i 6 JE 35 Joi 48 i 355 72 VRO A ) B TR -1
1%,

(b) Z/b—RIEUE, AP LR,

(c) Z/DPAHF IR TR = i ek 5%,

(d) ZD>—IIREEFERL

(e) B (b) - () F1/8K (d) (7= S BHA I 28 /b — UG e A/ 8L 22 /b — IRIB E,

HAMEETREH (© BTk Z DA AR D IRE 5 2t 2 /085 A U # AT/ B38
B A 4 3 B TIR 75 v DA PR RS ek 1 O AT
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[0033] Ak B I 77 v 1) S it J 80 256 L DO AN A% J 38 RV R] IE A% VR AIE

A2 B AR 5 7= i )

1. &4

2. A

3. HHWH

4 A A
[0034] 3K PYANMRRAE— G AR R8BI U AE AN G i AR ) 0] R, DA SIS B A i B )
INEAEESHE AT N S A8 H s AT IR [A]
[0035] 7R/ HRa) v el AE 35 A0 A 1% 77 VRVR A B AR 1 TR T AR AR IR 1 i SR
R B, 9 I an B 5 7R B0 25 97 , BEE T S s o EE 2 AT LI AIE AT 2 T — AN OB
o AN PR AN S B o
[0036] XA LA B e A 1E AN BB R R G, 0 R 3 B A (UURE 2 i S HE 15
Vb T AR B R o A o AR U T DA ) S R e RN/ B8 020 PR B L e A IE 1 4 B T VR N
Dl Nl RS RN R N e e (O VA R N s Y et Sl < e B /) il 23 0 X /by NG T8¢ B 1A e 1
N
[0037] k€20 0R (b) BT CABI AN R A0 BR (o) Ja 3R A B To kT AR ik 98, DL 7= AR 8 - (H
52 AR A 7V AT AR T R A A B RS I I P IR
[0038] it yiE 20 UED) AIE L A& 1 I AR 7V, B 0. 2 umid SERR BRI AT I 2 A T
JEFS I o3& T e b IR I e 2 A Bl inSartoguard NF 0.2 pumid J€8%, A - 41is 47 H
SEEZO
[0039]  FEAKBHI) LR 3 — 25T &b, ik e 3R (b) 142 53 /MG WT REREGS 44,
WIDNA B 1 JB A VHCP [ VR Bt I8 48 o ix e m] DU B A 2 9 1K S A I VR B it I8 2% (Ze tapor
3M, Posidyne, PalD) BREAVEMHRIAESIESS Millistak Merck Millipore) .
[0040]  P%c) BIFTIR B/ THE4ipr iR 7= i e PR A S 2 2 /D & Al
FEFN /B B 2% B B 2H o 7 I, 12 E0 WA RN/ B B % o] B H S R A E R 25 A R L, 4
W= SO ECAR ) 26 0 ) B T AH EAE & BB B W4 & Bk A A FHEE AL ) 5,
BTk 28 /D P9 AN a0 20 BRI 58 — € i 20 BR 0T DL o R A i v (4 o 7= i B A S A D T TG
&, N E BTA B E G BE E RL S T TgGAIAN R T8 E BA B E G BRI L TgM. TgG
FHex = i A SRR EA E D (X AP G B IR, B anfE B B AH B
ARzl R EER?
[0041] AU BRI AL DG RIE T, HEoT LALE D B e) HoAR H5 2 S I 7= i 4 B RN A 55 DA
M AL & AP I ) 1 SR B
[0042] AR FED ) 5 FH LR B 22 /0 35 P AN 0 0 Ak A/ i JIES I B 4% P 22 /D PR AN B8 25 TR IR 45
ARRCRAE T, A5 5 PRI H TR R 78 70 PR 4075 G, 9 an 4 32 40 B 2% o SR AR A
DNA . H A%
[0043]  gbAh, f L SEBLAE — AN 20 B AR I S A 7=, IR A B) DA ) 28 /20— AN 1A A/ B
W B 258 AR A B A0 7 i, T 22 20 57— N Ca B R0/ i R B 2% T DA A e B S AT e 5
SEIZ T VR R S H s A s AT i
[0044]  FEAKBHI ITIER) 7y — AL T7 b, 78 (o) W I 28 /b A e i 25 R 2 [A) AL/
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BUTE AP IR (d) I 5 KOE 2 5 AT — AN B2 AN F T 18 1 pHAEL A /B T 1R 775 B 5 R 1 B
TR0 BRAN / 85k 368 25 IR A/ B 4 250 BB AR/ B 2% 1 B e o IX A Z T R AT BN RE 8 S 4%
GUNR

[0045]  JDBRA) (¥ AT id 28 /b — U0 B AR IEOIC L m ad ik 3R 5 TR AR ) pHAE AT L AL 3
TEPHE < 4.0, 0] LA aniE i 7 IHHC 1A K F5 KOs B e R F I AR I pHEL T &2 <
4.0 IX PPN 0B H 7E F T8 2 AR U A 225 B I HE S B B (Vorfe L d) A df 47 o 3l 3 , £ FH AL, 191
WA AN NaOD B pHIE T 2> 4, LSS SRR B FE I

[00d6]  {HZ, IR (1) BT i 28 /b — s B AR SRkt o] DL B 7 /3 v R0 3Rk AT, Hodhs
T TR /37 ¥ 7R S TR B R o

[0047]  7E 5 —ANsziti g Ze v, ta] DU UV AL B AN/ ol o b 7 S I B AR
[0048]  PURA) I BTk & /b — RO B FEIRICH o] DLZEAT B B b AT, wl b 5l N 73 B
(segmentiert) ;= ikEHAL -

[0049]  FEA BRI 7V 5 — /N SEiiti 5 A Bh A 1E B AR Mk D 7 P IR (a) B
(e) HR s FHI 5 7= i B2 fish ) BT A e A4 it DA A 0 2> o

[0050]  iZft AR i/ ik T LI 1k B v a4 BAR T & R K B PR 2 (ETO) Ab B
BAAETE (09 G SE AL AL TR (Ho0) AR A 2575 K B (STP) AbFH

(00511 FHNEHb , A B 1 5 v FR A FH RSB 1) 65 7 et Akt Al P 470 P R0 e At I e 2 T
AR PR/ A/ BRORT KB ) AR O] R R 2K B, ]y Am A, BT AR 2ok (BTO) W, v] F &L
(09 4b3E, ] F I S A A (H202) Ab 3 B AT FH BR A7 2873 K 1 (STP) A3 E AR R T , 1K SE A
R ) 5 1 U AE P8 B B 2 T R R IE AT

[0052]  FEAJZBHI 7V 5 — NSt 2 b, I D IR (b) A48 FH Y 5 7= b 4 i g
T A A — M )t B P — e i o T P PR S R 1 — 2 A ot L B B AR R B 1) T v
-t AT R i B3R B Bl Y ) CSSUSR™) o H e Bk 12 5 SR IR U AE W 2R
7+

[0053]  FEARHEAS & B 71 I3 — ALt 77 =, P AN AR S AE Yk b i g s
il tnSartorius 2y T Sartoguard NFidJE s JE .

[0054]  7E bk, B A 10 BT AR G B e AR A B R AR A, HL BTk AR W ol AR K (R
ckwachstum) .U, 78l 7] DL FHSartorius A & Sartoguard NFid €28 NAEY) B
W5 o m] Ok 8 A% AN /B PR M e i B & £ (Wechselschal tung) SEELAE 4 B 1114
AT REME o AT i ] anNa OHVE € S VH 55 JR M0 2 (IR AE L Y8 5D SEBILAM DR A= 0 ik
D SEARI) T — it . S AN TR AT BE A2 UVER S AL B

[0055]  7E 5 — NSt 7 S Hh , AR BRI 7 VA RS AL 7 10 IR e FE B He b AT, Hop
XA AL

[0056] Itk Hh, m 3E a4 4 B o T TR I AR R AR AR 2 . Dl T R AT, 451 fn eT DA
i FHSartoriusZy @[ “TC Welder” {X#8 .

[0057]  FEA K BHIITTER) 7 — N SEqti 7 b, fE A IR (a) & (e) WX T A M8 I <
A R ] ATt DA i AR 02 o AR, it il 2 AL < 0.45 umJFLARM IS JE 28 i e sk
M AP D AEXMIE I T, R Z T ER R EASATHEN KE (Inprocess-
Sterilisierung) .fE A —YEsLjf &, U a] LB £ HEMRIE< 0.20 umf LR L I

9
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I LI AE >
[0058]  FEA K BHI T VAR i — AL St T b, 72 B 20 IR (o) Z Ji X 258 frid 22 /b
PRAS TS A (1) BT A AR IEAT B =, FoA it St i@ i 2 /b — AN SO SR A A/ Bod i 2
AN BRIKE B (R Bh L 2) N/ BSGIE Ie FH R 7 A 38RT / B ik M SR ol an S R s
S
[0059] TR, fILisk A FH B /K e A CFE B0 259 DA R AR AR e BH 1) 7 v A R B IR 8 4% 1) 0
SRz P P, BRI O RIS AN B AL TSI R o BT 5 AR G A )
1] DL EMembrana 2y & HMicroModule.
[0060]  FEA KB 721 — AN G HAL G i St 77 S b, % R H 25 Bia) 1) Jo R A4 it LA
T IR S A A A 2% TR AR U o BT %R UE AR BT S S R RS AR
AN G2 P AR R R AR ) 2R AR A B AR KAt o X 5 A ek 1% s VI B
kD o
[0061] 7 b fsf FH A 235 skt A P 711) B — bl 22 i SR Bl AR 40551 T AR ak i 1 R L 2R R R 1 2
fi% 0TI RO RS AR R £ A BRI £E (Disulfite) B EALYY ALK Iy | ALIR BBk
P2 G R 2R S SR DY B R I AR BE VAR IR 2E L LRV PUIR IR L S HUIR
MR L-FLER « PR R RN B I
[0062] & 2R A WA 22 i b Bl (R SRR 055038 W DL A2 e R BB — ek 22 Fh ok
TEEPF -

E210%E213: RHIIR R HEL AR B R 77 0.05-0. 1%, FEIE FIH12-3 g/kg:

E200%F203: (LA4[R M H 4, 300-2000 mg/kg;

E214%FE219: PHBIE G #2328 BRI , Parabene) X F 3 25 FY R 1 I8 AL 2 4 iR
AT

E220%E228: WEAR IR £5 FNAE VAR £6 5

E231F1E232: ABARIEARM), 12 mg/kg;

E234: FLIRHERKE 2 ;

E235: b2 ;

E239: NWEH DU, 25 mg/kg;

E242: ZHRER —H i

F249-E252: VAHER Eh AAHIR £h 5300 mg/kg;

F260: 1% ,0.5-3%;

E300-E302: $HLIAIMLEE,300 mg/kgs

E315-E316: SPLifhiiEg, 1500 mg/kg;

F261-E263: PRk ;

F270: L-FLB;

E280%E283: NIE M HEh,1-3 g/kg;

E284F1E285: WG, B %4 g/kg;

E1105: ¥ 5 M ; A

SRMNI)
[0063]  FEA K BH ) T — MLk STt 77 S i AR 25 B AE R o0 - 7 o E

=

10
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Bk, FLik B PR e UL 2 s B B L B2 B 1 RN L AC B DNARIRNALE 1 .
[0064]  2D%c) BT FH ) i i A/ BRI B 28 ] S A A E i 5 6 R B, 8 40 =
S RCAAR S R0 7 B FARELAE F & BB A EE A KA B4R F skl ya #8477 il , frids
FDPRAS G D R 5 — (5 0 IR AT DL S A By (9 it = it B SR A g I A4 151
WIER 1 A B G B A L TgML TgGAAN R T8 A A 85 TG B 1 JSEL  TgM. TgGHE
B AR IR EHE D X AR D G Ak DR, Bl Bh e 7 A B AE H

{RERH
[0065] 7R ik, A BH (1) 7 90 A2 RAE 1 5 H o] LATE 2D B ) HAR s L S B 17) 7= h 4 F ANk J
DA o 5 B 25 b 3 ) £l S
[0066]  FEAR R BHI 7 V210 — AN AL i S it 7 S v, 2P 3R (o) 1 BTl 28 /2D AN 2 15 A
1/ BN B 2L B LI R B B A B G B L TgML TgGAUAN A T A A R E
JiRG B JBIL  TgM. TgGIfxd 7™ it FAG S5 F0 7 1) B 240 2 3 A A
[0067]  FEAKBHM A — AN St 77 e, IR (a) 2 (o) BT VLR A 2 /D4 AR
WA 8/ AR B D 12/, fl it ZE /D 24 /N, BRI ik 2 /D A8/, AR IR ZE D TR, AR
e A A T 5 A Ik 2 /D08 JE 1) 38 4T IR 1] o 3 8835 47 BRI i n e K (132 AT I A) R g %7
ERINENZHIN 8= Ay o= Y ) G X/ S T S wr i R S5
[0068]  FEAR K BHI J7 i — MLk St 7 R, fE 20 BRa) Be) Z (A A1/ B G i T B 8
/oA ERB DAL R
[0069]  FEA A BA ) J5 E  — AR AR I 1) St 77 S8, TERAE sk b 2% A B B B8 fe it
JEAR, A H S JE A E LR B E R AP R

(1) FEME T AR 1 1) R 775 3% A0 1 B AL ) 15 0 1 TR TR OC A I K i s V) 3 &2
I YRR AR AR I 8 A BB AN TH O RS Y 7 S HE NS

BT R I I B 1100 1 O Y0 4 1 B KT ] () 155 0 1 BRAE I 28 0 TH ok 8 48 1R DR 1) i
KEFRPIEI T,

(ii) TEHLIEMSMHFRRAAS R BB MRIEE 0.25 umfIFLARR 2 <ot uEgs f 8 it g
ARHEA DL A B PR 7= i A% 28 200 i Y 88 sl AR AE s 7 s B ) 1A 48

(111) FEIEIEWM A BhE 7745 8458 BRI A% 188 2% BRR ST BCH AAAS I 28 A6z DU act 1
aHER LR,

(iv) fEBOIRFT U8Rt O AOC A AEHE SR AN 2 S0 S8 2% 2 (R It %%, A

(v) K IHIJE R4 R e AR -
[0070]  m] DAG dun i Bhadbel 205 7= b [ B B0 A ak 22 3 it B 4
[0071]  IXEMRA , FEA K BH I R R — ANty 9, vl DL BT 828 BE 4 OAIH
REUEAR TOAF I TR o 78 R IR ) B ) A o S A HE R (R L2 N B JF BLAE H AT 43
it AR I LR AT BT B G i B E I ETO vy e K B By S0 0 3o 08 2% it A
A, SR G B RN Z 7 b S, AT AR SR JE I M S Fe s iR 4%, R B HE SR 2
FTHF 03X — [ DA ZAE B DD HES 5 5 P DA o] LA R4 SERR it 38 75 2 Sk e, JEI8 M 1 1)
FERE A AE P DA FE AN WA L1, 3 2 (R R 7 S T (] B A B B2 PR AN S R ] e ol A 4 sk 2
(I PE AR , 7RISR, SR AR SR AN () S 0T 8 T B 1 #8AE , AR 11 5 ik I A= 4
SR ATIA B, 7R3 78 10 6 3% 5 06 2008 1 e 3 12 sl ok F sh o P HE SR, DU AT LEAT
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SR I UE o TR e 1 S HE UL H shik, B HAR TR e AR fm 12 3. T e ik 5
GIRAEH ER BB — R 18 3l , 1 R B A 5 HRT AT A i D 2 A ), I
)RR AE OGP S5 LR AT AR YR I FEFT R R I A i AR B 1K
5 B AE D) DX 385 1Nk A sk 2 149 DX 338 5 RO ASE A A A 2 2R 3850 o AN YA AE o Y 2% I 4T
TR BICEE YR D RO T A7 B T8 8 62 B, FF HH G AT B 2% 5 0T 16 32 AR 3R o b A1, 4T
THOr B I8 REE A , R ] H T s 00 1R A T R AR e ia R R B .
[0072] 3 H Bhid yE A HE 5 A M2, fE I MRis 47 I FE s e HE SR ) e iz 31
DARTAS d ik a7 B 4 Tt AT HE o SR JE AT DA B HE U, DA L R AESC RS N vl , =
T SEHY TR EE M 5 % & Rl WAL 2 RE T %A, XU R R A (festen
Sitz) NRHE . “THHC R H A H A E , N RR AR 1847 I AR R RR R A E IR
FEOTRERE Bl M R I A BRK <= 0.2 umZS S PRI — BUE M 22 2% 2L e AR 1 4 (T
11e) b o Ja LB ETO v 44 - iy i K B B AR (03) A B i i i S AL & (H202) AL P X
X — A7 Bt LA AE 0 0ek 2D o PR, B 2R IR B ) 2 A A X A S D R A ik A A
D BB A YR o AR HE AR AN S A E A TR H X B M 4 N BE 8 ] SE R BRI B
B S I o BRI DL DL 5E 4 E S AL A A M 7 USRI HE R SH 7 1 JE 28 B B A
2 HESUR AX BUE M N SO JE RS Z K HE RIS JE AR PH B A [FIB , 1iZ T 2% &
B VAN b ey 1 BEL 424 28 PR PR AR T 8 4 1 7 S BT I o A B 0 A R 2 e DU i i
TH o AN SR — 5 1 e JTBE , S UE I R I, FEFT T U i i o LAIX R0 7, AT
DA FH e R AR DL A sh s 77 ek R g8 m A T 23h i
[0073] X Fh E Byt JE 4% 58 #5142 oR 7E B 27, HooR B B BAZ T VA RNZ R A4 1 gE D
PR ERAE I, Horh s R e e A 16 # IH I D828 176
[0074]  FEAZ 545 AT, >k B AE 35 o7 40 plo 55 75 VTR A 1 s 4 B 4l X AR W kil 245 1R AR R
e LB AL e, RIES H BA0. 2 uim LRI iR e —IRiIL e . &l
TR INE it 4 v #29F K Sartopore 2/iR%E Midicap size 7,0.05 m™») # AL v fF24FH]
5F+GE ReadCircuitZEH S22 i & AR MR 08 1), m] il J5 il JF (abgeschweiRt) Frid 4%
FAPR R AR B2 T b
[0075] Ak BH 3k — 20 i ik 4 i FH T FH 3R 25 0T 20 i 355 R VR 6 W 3 8 HL AR W/ i A=
7R/ A B A ) 2 R AR )R i AR B A& SR I T IR B, A TR A

(&) ZD—ALERL,

(b) Z/D— RS, AL 2 /D% AN A AN/ BRI B 2%

(¢) ZD—ANEIEBIHR/ B2 D — MBI/ B & > — NS TR, A

(d) ZD—HTESR R B,

HAFEAE T BT S A 15 45 2 35 P B RN AE A0k 2D 1)
[0076]  {HAZ, frid 2 /b — i BTt n] 40 2 2 T A CU A A0/ BB B 2%, 51l a0 =4
BV AN A RN/ BRI B 2%
[0077] AN Jx BH B A Ak W &6 It — 22 SE Tt 7 v, A BB AE a2 O 30 F T B
(@) 2 (d) HIF5 =SB B A 7ot LA b, Fod iz s A M D7 i A de ik B
v HES BERST E R K VAR Ok (BTO) A3 R AL (03) i AL A AL (H202) AR AL
ZEVROK T (STP) 4b#
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(00781, 4R 4 7 2 DL 157 0 A LT T D A
A/ BAT KR L A% AT v e KR, Ty BT, AT PR AR 28 (BTO) phige, T BL 4R (09) AR B, 7T
Fit AL (H202) A0 FE B AT FH R A 2875 K B (SIP) AbERVEANER , 1% SEEL A J BE i R Ak 15 4%
()2 P A P B 22 TG R S AT -
[0079]  FEA K WAL T B a8 1 Iy — St 77 22 b BB (a) 8 (d) s ) 5 7 it ik
(1) BT A8 A S — RV ) ot BRI AR — YR i o o 8 I, 0 32 30 0 4 82 B ot I R O A A
HeH AR 40, GEA Jl TR “ReadyMate” B2 2% /& TR A K B (RS ER AV 15 & Hh AL k4
() JC TR S
[o080]  fftidk s FHEP A AY — kil R BP S “BP RIS D AR A4 v FRs i ook
[0081]  FEA K WA AT B 48 1 — AL e St 7 Ze v, B N H AR 2 i 3l A i /b i
JERY AT A S ARG B 1 S 1) AR K R AR AR ) B B R
[0082]  FRAZARIAN I & I B ST, R B AE 35 T 40 M 1 F7 VTR & W ) e AR Al A= W 1) 245 1)
AR Ay 77 il DL A 24 g8 ik et BA 0.2 um Y FLAR I i B 28 B 5 — IR
AT IERT AN A 2 v 555 i Sartopore 2/K%E Midicap size 7,0.05 m*>) AL vy
RS E5TFGE ReadCircui ti&H igEAT o i A R IR R IR, T IE J5 BT ik 58 5% T 8r
AR ENE T B
[0083] 2545 A B el AFH S i A5 e R AR O B, L AR I St 7 8, (HANPR T otk i SR ER
MR G REE B AR E R, XSy 0] DT E B AR A .
[0084] NHER:

R SR AR I TR — AN St 7 R T2 A6 5 R U = 2% sk it
51 1R 1 B 510 () Jo P4
[0085]  [&|27R B B 7N % T VAR £ I ik D IR A A T, L rp s R B R AR
16 E el HL UEAR 17
[0086] W37 WIME R AN TV B B KO A A - DABEHRAL 7 SR AN B G,
oA g pHIR £ pHO50 1 ApHO502 5 I K B » I v 48 3 He AR 88 73 « 2R J5 R pHER £ pHOS 0 1 AN
pHOS02 /5 8 B 3 fF b . 2t T GE ReadyMate ® ¥4 48 45 Fr i 48 7 35 . 8 2 12 B ) 1A
(zugeschweiBt) 5 H AR JE G iERE: (Verbindung) , 78 GR35 o0 .
[0087]  WEl4 M1t Wil v i W £ AR AL 25 440, o BT A N D RLR AL HH 1R 22 FH B A 4
BERE10. 13 5 MR  am PR L AL i £ Tl = AN JE B 2 (R A & MR &
(wechselseitig) IB4THIILIEZS13) PO RERE RS CHLAA PR (00 A4 5 AN IR B 235)
P93 75 KU D IR (B W B KI5 D) B I AR ER 6 F1YS EAH TR 1 . 28 h g /K I i 2% 15 5 R
LR IANGZ IR R R 50
[0088] K1 E 19 B A B -~ 3 i AR ik 2
[0089] T HIbR5 /2 :

1 = Bz
2 = nhyERH
3 = ik
4 = (i

5 = MR A%

13
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6 = BIERIH
7 = BUERR
8 = BT
9 = JHEFEI

10 = AP It e

11 = TEhrkE

12 = JCHERESR

13 = BAME< 0.45 wnfFLARR o e o
14 = SRR

15 = Bk

16 = Hrid ks

17 = HLJESS

18 = & itk s

19 = SR YER FLIARIE <= 0.25 pm
20 = FridJEAR 16/ HER IR

21 = kRl

22 = BIAL KA
23 = R
24 = |

25 = RN
26 = FEAREHAR

27 = ZZMR
28 = RAKRKG 28
29 = 4%

[0090]  Sjii {1

R T LLES RN AE IR ) 7 ONAE S R R TR R &b f el A i, MiE B
AR A TR BRI N A

BRAEDATHR  fE T A R G EasyLoad TIR Sk MasterFlexifzhaE . it HE
seMasterflex LS168KCT1exaSanipure. 577 & Bl ¥ BT G (8 B8 FiE LL25 kGy v
R AE v FRAEM R R T AN SR VR EIAME LR A ARE121°C TR R R K B 2043 8
B A pHER A sl 2R B 2R I 0 H 34 (Teilassemblies) o WX AT fE , {8 FHRP A ZY — k14 o1l
mn CRHFE RIS L “RIRTAE D A N v FRS B E 2B 41 , B A S840 =& dn itk . plrid 4838
i 4 oK HGeneral Electric (GE) A F]ffJReadyMate "4 A R | fE R Bt 2
], 22 B4 v FES I B R4S FHR A8 (ReadyCircuit 171, GE) VE Jgtbisen—1 1 H CRHA RIS He
NN FURHAL  TA] R R M 25 25 o 38, 7E 2 AR A 1 1% 5 8] S AR EURMA AN ERLAL - 7
FEBARINHES BB R AL, /K0, 2 pmid JEAS R IX e 25 28 5 R 4 .
(00911 A. LF¥f

1) HEFE VA

N T ESAE T gCH E BE AR, 8 1O EE S BL 8%  FERR S T, IR 4R %5 2 N6-TT /3

14



CN 107995924 A ﬁﬁ HH :I:; 11/13 1T

MR/ Z T 5 FE~115 mg/ 1A% AN FRAT REVE I B 28 35T A2 77 28K
[0092]  ii) “HPR#EEE R4

PP R B Ay IR 2 SR, fE LA B G 4 e .
[0093]  B. "RiDSP-1

1) AN TE e

{# It Bz 4T Sartoguard NF 0.2 pmid €8s (T-style, MaxiCap, 0.65 m*) #E{T¥
B8 B 2 38 7R Gn ] 8 b S P B 3R S AR v o ok DR 2R RS A RISy B A N TR
O LR 2 TE AR 54y BEHTHIIAS (GE ReadyCircuit 1FF) 3%, H HI/E I ShE M
FMEARFR N T HER, B AR B 57K 0. 2 um B A RS b, B G iR AR R B Y
2N EREW E TR JESS ZPall Corp. fEmflon IT8%Sartorius StedimZ\ &)
IMidisart 2000 & 0HE R DU S AT R AR S DR S AT IE , (HUG 24y ] SFE U T 28
BRI 5 BB o NI, fESartoguard NF EREERARUR I A % B B, I AE v 4 il oC Az . )
AT L BRI FT o BRI S A2 FE 2 RS TR R, X LR B AL A N FRAE - ZHE R 2 —
BUEM S SO JEAR IR AR HERUR AN S S SR AR 2 8], R IX B A N IR R I T
IR AR H R AR S HHE R AN B 2N S AL E A o i K HE AU D AR B S B PR A [
I, % 20 £ A B e v b iy 1 BEL 34 A 7= R, (R LG AR ok 8 R 0 7 I IR . A B
Pendotech & /7 ARG I BT iR s o 4n S IL0 . SEL IR IR , SN HES A 1 JE 1/, FRFT 7
JEI N L 11
[0094]  i1) JRGHAIFLE M

KH 1) 4R vE T ok U 0 UE R e e B UE T 4 4EJEE (GE Healthcare
ReadytoProcess, 0.2 m*, £y 4&4$) ELIRAE 1065 BT FHIE A 22 H 5 B 321
QuattroFlow 1200 SUZE, ¥ HZLAE v FEi AT BRI ik & H 2 1.
[0095] SR J54 it Gambro Revaclear 3003% B UK U 48 7= i 11 135 75 28 A 2 e Bl 50 mMIBk
M /NaCl 4z M o 12 A5 H FH il i 0 B B e 3 it , FRAE AR M2 24 (Sterilbank) 1548 v 45
STRE AR R B ZIRGE B E AN & 15 7R R R LR FAE v FE 32007
Sartorius Flexboy. il {§i FHSartoriustENL - IE 1M 5 #Flexboy.
[0096] 0.2 umidyE

TEHFTHT Z 2 m i A B BT A v # M Sartoguard NFidJE#% (MaxiCap size
8) LI Y 200 FH Flexboy H o #its FIEAT AL T “B. TUDSP-1 - 1) ZHPEIEILIE” .
[0097]  C. "R#DSP-TT

0.2 pmidjE

TEREAE IS H >R E DSP-TH 7 ity BRI 98 , AORSP T Ui € 1 A e S R~ 52 o
[0098] 1. flFRE L

fii FMabselect Sure (GE) 1E A B JIAR R LA 70 S TG ¥4 TgGik 4 e 2 1015 FE R 25 K
15 Y . fF FTarpon Biosystems, Inc. /A a]HIE4EBioSMBIX %%, H BA 123 (ID 16
mm,L 80 mm) , FHHSMEEINEIX Hh @AM A B, 4N FFBO I8 H R v FRSH I IX L
B BEAN LR AL T A A JE BN £ 4RT (Beladung) 32 AMAEARRR/# - BT 42 v 72
B AR BE R FE L pHAN R S 26 1) MR Eh 42 i I G vl A S v 3RS 1 B8 TR K B
0.2 pumid JEAR I JE RN v HR AR RS2 v AR B H 1 SR BB o SMBIR £ A I
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Fo R EEAANDSMEAS v WA (Liquicell Micro Module,
Membrana) o [E]FFEHL, 4 77 i & 2o 48 BRI AE I AR SR B2 BIBioSMBI A& AN T E o Pl A H
BALRE 515 B B IR AEB 02 2 T i <o
[0099] 1. Jpag KaiE Al Al

T3 55 T AR R = AN I F AL TR A 10, 2 umid 82 (8]« (a) BAIG )
EMO5021 35 Jii Ak 171 8% 5 (b) 7~ =Mk B o3 B4 B N [6) [=] 2% (Verweilzeitschleife) ;
(c) HAngS, Horb g pHAE TR 1T 227 . 50 FIT IR AR 918 ] 3 v I R4 s S M T | 9y i
HorpoRum AR A IGO0 T IR 1A
[0100] ¥ HA pHEREF (FEIX AR 0 K ApH0501 FIpH0502) 15 2k B i [ K T « 98 J5 K pHAR
EFBUR B H B TR , £ B HGE ReadyMate IR s B SER . B BHM S
R H AV H RS G A SRR 1, AR e SR B S A b
(01011 0.2 umidyE

HH AT ReAEpHAR AL JR YT E , Ho b s T R E .
[0102]  fi35y7; (Hp B AR ARG D

K ERO0.2 i JER 7 2 P A 1S 2 BRAE B SR UMK R (4-PCO) 1247125
ml Capto Adhere (2.5 ml GE) FIBE J5 AN A2 B IS 4THI20 ml BB T35 # 8% (Pall
Hypercel StarAX) #4fi. fEI, Bk 2: 8 A AR & 4 (Leachables) \DNA HCPAIZE £ 44 . iX
PSS B2 2 v 5S4 (GE ReadyCircuit® 1TF) HHIES: , Hoh MR B 25 120 e
A E SR IE A R AR L S ZR T 2RT .5 mS/ em.
[0103] WA 4% Tk e A (1) B IR BV B 8y F ST o B AN RS IR A Ar 950 M AEAR R/ 4% o Fir FH
2 P e B ANIE] JBE IR BT pHANEE 3 2R 1 4R 3h G it - BT B 8= vl S y B S 1) B
KB 0.2 pmicd JE 28I PR R4 v FRT A A8 O G2 i AR A R RIBIOR A
bR EEAEHEANODNERE y MW HIM AN (Liquicell Micro Module,
Membrana) o [FFEHE, 4 FIRO0. 2 pmick Y857 i A8 4 28 HH XA 1 e A8 S5 42 2B 1 oSMB IR £ 1Y
AN _E A N RN J5 i BB S R AES0 = N A B R B FAE v 585192007
Sartorius Flexboy. il {§i FHSartoriustENL - IE 1M 5 #Flexboy.
[0104] )= i BHAL PSR AE L v FR I 877 i 48 (GE ReadyCircuit 17D .
[0105]  FiiidyE

Mo 2 il s P i AR, A 0. 1 pmfke%E (Sartopore2, MidiCap size 9,
0.2 m*) WU g™ Wb LR AR IESRAL T “B. RilFDSP-1 - 1) AP TELIE” .
[0106] JHiFEdYE

ok B U SRR IV E A MG SR BRSOk E C. NUEDSP-1T” R B SR AN 1118
R EER AT A, R E “C. NUEDSP-117 #99 Be ik v 19 M3 Flis AT 2R/ 0T “C. N UiF
DSP-I1 - 0.2 pmidyE” AHZ, T Rt e 4% & Virosart CPVidjESs MidiCap size 9,
0.2 m*) , H AR 48 & pi B F8 7~ e 9 v e KR o SOR I I S IR B A 2R B 7
BHALUIENG v 527 i 4% (GE ReadyCircuit 170
[0107]  FZ RGN G2

I R GE MR T FIR“B. DSP-1 - ii) WR4HFIF 2% vp” #)id I H.IX AN AE
T B 1 K TR UV LB B8 20 v 4 [m] i b DU W 7= R BE o P2 b R RE SR LT A B

16
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DSP-T - ii) R4gFFFLEM” HEAT , HAp AR A 50 mMBRER £h 52 lipH 7. 5.8 7= Sk
NIENE v 5 P2 048 (GE ReadyCircuit 170
[0108] 0.2 pmidjE

B SCAE“B. DSP-1 1) " H TR, £ 24 v dE AT Sartopore 2/ %€ Midicap size 7,
0.05 m*) BEAT &I PERIZ v FES A5 THGE ReadCircui t48 o 2 & AS KR L 5 I, i
ANz IB O aE R Ry CE P RE I R e
(01091 dn Skt 5] 1w 7 451 1 P 3 14 AR i BH 8 777 325 10 5 BHARAT B3 AT I 1] S 3 K T e il Ak
YK, Forp AR B T 40% 2 EE + 0.5 M NaOHYH &F  fEAS K B [ 7 VA 32 47 I TR)ER 3 3
REEDLT S, v F8 5T .
[0110] 1R Fronfor B~ F 3l AT FE G fE R 1

(01111 %1
L H i Pifh LA i ke
PR e
- mL min™' gL gd’
! 33.3 0.0 0.00
= 2 333 0.1 5.5
e
4 3 333 0.1 5.5
= 4 5.3 0.7 5.4
5 5.3 0.7 5.4
6 30 0.7 30.0
7 30 0.7 30.0
8 4.2 4.6 28.0
?.'%' 9 4.6 4.2 28.0
| ¥
10 9.3 1.8 23.6
11 9.3 1.7 233
12 2.0 8.0 22.8
13 2.0 8.0 227

[0112]  fRABERRIMIX 38k g 3 4> (EFRE) 1935 5 FHJ “Bio.NRW: MoBiDiK —#kbRib A HLAE =
——URVERE S Pk U, 9 BhAS A i 1) LA .
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