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Vorrichtune und Verfahren zur kontinuierlichen Virusinaktivierunge

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur kontinuierlichen
Virusinaktivierung, Im Besonderen betrifft die Erfindung eine Vorrichtung und ein Verfahren zur
kontinuierlichen Virusinaktivierung in einer Verweilzeitschieife bei niedrigem pH-Wert.

Biopharmazeutische Produktionsprozesse erfordern  verschiedene orthogonale Schrtte  zur
Virenreduktion. Ein haufig eingesetztes Verfahren zur Inaktivierung von (umhiillten) Viren ist der

Kontakt mit einem sauren Medium.

Virusinaktivierung bei wniedrigem pH-Wert im Batch-Modus ist m der biopharmazeutischen
Produktion von Wirkstoffen, z. B. Antikérpern, bekannt und vielfach angewendet (Sofer 2003, Virus
Inactivation in the 1990s - and into the 21st Century. Part 4. BioPharm International). Hierbei wird das
zu maktivierende Gut, eine Flilssigkeit, die aktive Viren potentiell enthilt, in einen geeigneten Behélter
eingebracht, mit Hilfe emer sauren Losung zu emem pH-Wert < 4 eingestellt, wenn ndtig
homogenisiert, und {iber die geforderte Zeit ruhen gelassen. Die Inaktivierung der Viren geschieht
durch den Kontakt der Viren mit der sauren Ldsung iber eine bestimmte produkt- und
prozessabhiingige Zeit. Der gesamte Inhalt des Bags erfihrt somit die Inaktivierung mit nahezu
identischer Verweilzeit und folglich ist die geleistete Virenreduktion in jedem Fluidelement des

Behélters ebenfalls nahezu gleich.

Soll mun ein Prozess zur Produktion biopharmazeutischer und biologischer Produkie insbesondere
pharmazeutischer Antikérper im kontinuierlichen Betriebsmodus gefahren werden, so miisste die
bendtigte Haltezeit fir die Virusinaktivierung realisiert werden. FEine kontinuierliche
Virusinaktivierung bedeutet im Sinne der Anmeldung, dass die Zufuhr von Feedstrom in das
Virusinaktivierungsmodul und die Abfulr des Produktstroms aus dem Virusinaktivierungsmodul
pausenlos erfolgen. Der kontinuierliche Betrieb einer Produktionsanlage, umfassend mindestens ein
Bioreaktor, bedeutet im Sinne der Anmeldung, dass die Zufuhr von Feedstrom in den Bioreaktor und
die Abfuhr des Produktstroms aus der Produktionsanlage pausenlos erfolgen, wobei manche

Verfahrensschritte semi-kontinuierlich arbeiten kémnen.

Die benotigte Haltezeit (=Verweilzeit) fiir die Virusinaktivierung kdnnte i einer Verweilschleife
realisiert werden. Problematisch kamm dabei die laminare Durchstrdmung in der Verweilzeitschleife
werden. In einer laminaren Rohrstrémung bildet sich ein parabolisches Geschwindigkeitsprofil aus,
wodurch es zu einer breiten Verweilzeitverteilung kommt (Fig. 1). Da die Maximalgeschwindigkeit im
Zentrum der Rohrstromung das Doppelte der mittleren Geschwindigkeit betrdgt, an den Rohrwinden
jedoch die Geschwindigkeit gleich Null ist (Haftbedingung), tritt in diesen Fillen eine sehr breite

Verweilzeitverteilung  auf. Die so erhaltenen Verweilzeiten liegen zwischen der halben
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durchschnittlichen Verweilzeit (hervorgerufen durch die schnell strtémenden Fluidelemente in der
Rohmitte) und emmer unendlich langen Verweilzeit (hervorgerufen durch die anhaftenden
Fluidelemente in Wandnghe). Da zum emen zur effekiiven Inaktivierung der Viren eine
Mindestverweilzeit erforderlich ist, zum anderen aber lange Verweilzeiten bei niedrigem pH-Wert das
Produkt (wie z B. ein Protein) schiidigen kénnten, ist die Realisierung einer engen
Verweilzeitverteilung im kontinuierlichen Betrieb unabdingbar. Fin Wechsel von der lammaren
Strémungssituation in emne turbulente Kolbenstromung mit einheitlicher Verweilzeit stellt in diesem
Fall keine akzeptable Altenative dar. Turbulente Strémungen setzen hohe Flieigeschwindigkeiten
voraus. Sollen mun die fiir Virusinaktivierungen bei niedrigem pH-Wert iiblichen langen Verweilzeiten
(beispiclsweise 60-120 min) realisiert werden, entstehen unvorteithaft grofie Anlagen.

Eine Mdglichkeit eine kontinuierliche Virusinaktivierung durchzufithren, ist die Bestrahlung mit UV-
C Licht: WO02002038191 , EP1339643B1, EP1464342B1, EP1914202A1 und EP1916224A1
beschreiben die Verwendung einer helixformigen Verweilschleife in der das zu inaktivierende Gut mit
UV-C Licht bestrahlt und die vorhandenen Viren in der Folge maktiviert werden. Durchstrémt ein
Fluid em helikal gewickeltes Rolir, so wirkt die Zentrifugalkraft auf das Fhud. Durch diese
Zentrifugalkrifte werden Sekundérstrtdmungen (sog. Dean-Wirbel) induziert, was zu einer
verbesserten radialen Durchmischung und somit homogeneren Bestrahlung des zu inaktivierenden
Guts fiihit. Die in den genamnten Quellen verwendete Helixstruktur ist eine gerade Helixwicklung
ohne Richtungsinderungen der Achse der Helix. Fiir die Anwendung einer kontinuierlichen
Virusinaktivierung bei niedrigem pH-Wert ist die Verwendung einer geraden Helix-Struktur, wie sie
bei der UV-C Bestrahlung verwendet wird, nicht praktikabel, da die Verweilzeitverteilung zwar enger
als beim laminar durchstromten geraden Rohr ist, jedoch immer noch zu breit ausfillt. Bedingt durch
die immer noch vergleichsweise breite Verweilzeitverteilung wiirde auch diese Geometrie fiir eine pH-

Virusinaktivierung weiterhin eine grofie Anlage erfordemn.

Da zum einen jedes Fluidelement eine geforderte Mindestverweilzeit erreichen muss und zum anderen
das Produkt insbesondere ein Proteinprodukt bei niedrigem pH-Wert geschidigt werden kann, ist es
fir eine pH-basierte Virusinaktivierung erforderlich moglichst enge Verweilzeitverteilungen zu

erzeugen.

Nigam et al. [US7337835B2, AIChE Journal (1984), Vol. 30, No. 3, S. 363-368, Chem. Eng. Comm.
(1983) 23, 4-6, S. 277-289] lehren, dass bei der Durchstrémung von Helixwicklungen die Biegung der
Achse der Helixwicklungen eine Anderung der Wirkrichtung der Normalen der Zentrifugalkraft auf
das Fluid bewirkt.. Die engsten Verweilzeitverteilungen kénnen laut Nigam et al. ab einem Wert fiir
die Dean-Zahl von Dn = 3 erreicht werden, wohingegen fiir Dn < 3 eine Verbreiterung der
Verweilzeitverteilung zu beobachten ist. Diese Technik wurde von den Autoren als "Coiled Flow

Inverter" (CFI) bezeichnet. Das Prinzip des CFI wird auf Fig, 2 dargestellt. Die durch die helikale
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Rohrgeometrie hervorgerufene Zentrifugalkraft erzeugt Sekundarstrdmungen womit auch bei
laminarer Durchstrdmung enge Verweilzeitverteilungen in Wéarmelibertragern realisiert werden.
Nigam et al. lehren, dass durch die Implementierung von 90°-Bends erheblich engere
Verweilzeitverteilungen erzeugt werden als in der geraden Helix oder dem laminar durchstrémten
geraden Rohr. Nigam et al. lehren weiter, dass die Verweilzeitverteilung umso enger ausfillt, je mehr
Bends verwendet werden. Mit zunchmender Anzahl von Bends findet eine Anndherung an die

Verweilzeitverteilung eines turbulent durchstrémten Strémungsrohrs mit Kolbenstrémungsprofil statt.

Die Anwendbarkeit dieser Rohrgeometrie fiir Verfahren, die gleichzeitig eine lange Verweilzeit und
eine enge Verweilzeitverteilung erfordern, wie z. B. die Virusimaktivierung bei niedrigen pH-Wert,
wird nicht untersucht oder erwdhnt. Eine lange Verweilzeit ist fiir die Bereitstelling eines
Wirmeitibertragers irrelevant.

Daher war es die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine neue, einfache und preiswerte Lisung
zur Verfligung zu stellen, welche die bendtigte Verweilzeit in einer kontinuierlich durchstrémten
Verweilzeitschleife zur kontinuierlichen Virusinaktivierung bei niedrigem pH-Wert bei enger

Verweilzeitverteilung ermdglicht.

Die Erfindung l0st diese Aufgabe durch Bereitstellen einer Vorrichtung zur kontinuierlichen
Inaktivierung von Viren in einem Produktstrom, die e Rohr oder Schlauch 1 mit einem Emtritt 4
und einem Austritt 5 jeweils verbunden mit einer Produktstromleitung 8 fiir die Fihrung des
Produktstroms umfasst,
- wobei das Rohr oder der Schlauch 1 gekriimmt und/oder helikal mit einer Zahl von n
Windungen um eine Windungsachse h gewickelt st und eime oder mehrere
Richtungsénderungen und/oder Knicke 2 der Windungsachse mit einem Winkel oo von 45° bis
180° zur Anderung der Wirkrichtung der Normalen der Zentrifugalkraft aufweist,
- wobet die Vorrichtung durch eine Dean-Zahl > 0 und einen Torsion Parameter > 0

gekennzeichnet ist.

Die Vorrichtung kann auler einer Dean-Zahl > 0 auch eine Dean-Zahl > 1, bevorzugt > 2, bevorzugt

> 3, weiterhin bevorzugt > 4 aufweisen.

Die Vorrichtung kann auBer einem Torsion-Parameter von > 0 auch einen Torsion-Parameter > 100, >

200, > 300, > 400, besonders bevorzugt von > 500 aufweisen.

In einer besonders bevorzugten Ausfiibrungsform weist die Vorrichtung eine Dean-Zahl > 3 und einen

Torsion-Parameter > 500 auf.
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Bevorzugt ist das Rohr oder der Schlauch 1 helikal um die Windungsachse h gewickelt.

Ublicherweise ist der Querschnitt der Windungsachse rund.

Bespiel fiir eine gekriimmte Konfiguration ist aus EP094443181B1 bekannt, insbesondere in Fig. 5
bis 11, die hiermit mit ihrer Beschreibung per Referenz integriert sind.

Die erfindungsgeméfie Vorrichtung kann ein Haltegestell 6 umfassen, welches ein oder mehrere
Rahmen 3 trigt. Alternativ bildet das Haltegestell die Windungsachse. Die Rahmen und/oder das
Haltegestell konnen hohl oder gefillt sein. Verfiigt der Schlauch bzw. das Rolr 1 iiber eine hohe
Festigkeit und Steifigkeit, ist auch eine selbstragende Struktur méglich.

Zur Dimensionierung der Anlage wird die Lehre von Nigam et al. per Referenz imtegriert
US7337835B2, AIChE Journal (1984), Vol. 30, No. 3, S. 363-368, Chem. Eng. Comm. (1983) 23, 4-6,
S. 277-289. Insbesondere lehrt Nigam et al. dass die Verstdrkung der Durchmischung m radialer
Richtung, woraus eine Verengung der Verweilzeitverteilung resultiert, bei einem Winkel von o von
45° bis 180 °© bereits eintritt, bevorzugt aber ein Bereich von 40° bis 120°, und besonders 90°. Fig. 2
stellt das Prinzip des CFI nach Nigam et al. und dessen Designparameter fiiv den besonderen Fall
0=90° dar. Man erkennt wie sich das Strémungsprofil in Abhéngigkeit der Richtung der
Helixwicklung veriindert.
Als Designparameter sind zu nennen:

e Schlauchinnendurchmesser d;

e Pitch Distanz p

e Coil Tube Durchmesser d;

e Coil Durchmesser d,

e Anzahl der Windungen pro Arm n (ein Arm ist der Bereich gerader Helixwicklung zwischen

zwel aufeinander folgender Bends)

o Winkel o der Bends

¢ Anzahl der Bends (im dargestellten Rahmen 4 Bends pro Rahmen)
Die das System beschreibenden dimensionslosen Kennzahlen sind die Reynolds-Zahl Re, die Dean-
Zahl Dn und der Torsion Parameter 7.
Die Reynolds-Zahl Re berechnet sich nach:

p-v-d;

- n
Mit der Dichte des Fluids p, der mittleren Strtdmungsgeschwindigkeit v und der dynamischen

Re

Viskositit 7.
Die Dean-Zahl Dn berechnet sich nach:
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Dn = Re - di/d

c

Der Torsion Parameter T berechnet sich nach:

_n-rC-Re
p

Nigam et al. lehrt, dass sich die besten Ergebnisse erzielen lassen, wenn die Pitch Distanz minimiert

wird, der Winkel 0=90° betrdgt, die Dean-Zahl mindestens 3 betréigt und der Torsion Parameter > 500

ist. Damit sich stabile Sekundérstrdrmungen in der Helix ausbilden kénnen, sollten dariiber hinaus pro
Arm mindestens zwei Windungen vollstéindig ausgefiihrt werden. [AIChE Journal (1984), Vol. 30, No.
3, S.363-368] und [Chem. Eng. Comm. (1983) 23, 4-6, S. 277-289]

Die Dimensionierung der erfindungsgemiBen Vorrichtung erfolgt iiblicherweise wie folgt:

In einem ersten Schritt wird der gewiinschte Volumenstrom festgelegt.

Auf dieser Basis werden mdgliche Dimensionen mit den o. g. Formeln berechnet unter der
Bedingung, dass die Dean-Zahl bevorzugt = 3 ist und der Torsion Parameter bevorzugt > 500
ist.

Die erzeugten Kurven sind auf Fig. 4 exemplarisch fiir einen Volumenstrom von 3 mL/min
dargestellt. Die geeigneten Dimensionen fiir die Vorrichtung sind gemif Nigam et al. links
von der vorteilhaften Kurve Torsion Parameter = 500 und links der vorteilhafien Kurve fiir
einen Dean-Zahl = 3 zu finden. Die sinnvollsten Schlauchinnendurchmesser und Coil Tube
Durchmesser werden insbesondere an den Platzbedarf optimiert ausgewdhlt. Hierbei ist der
Schlauchinnendurchmesser so zu widhlen, dass die geforderte Mindestverweilzeit erreicht
wird. Der Coil Tube Durchmesser sollte darauthin so klein wie moglich gew#hlt werden.
Grund hierfiir ist, dass nach Nigam et al. die Verweilzeitverteilung umso enger wird, je mehr
Bends in der Verweilzeitstrecke installiert werden. Fiir eine definierte Schlauchlénge der
Verweilzeitstrecke und fiir eine feste Anzahl an Windungen pro Helix, kdnnen umso mehr
Bends installiert werden, je geringer der Coil Tube Durchmesser ist. Néherungsweise ldsst
sich die Anzahl der Bends ng.,q der Verweilzeitstrecke der Lange L berechnen, wobei
Marm,Rahmen die Anzahl der Arme pro Rahmen, Ny ingung,arm die Anzahl der Windungen
pro Arm, 7 die Zahl pi und d, der Coil Durchmesser mit d, = d; + d,, ist: d, bezeichnet

hier den Aullendurchmesser des Schlauchs.
L

Agend = 1

Ngend,Rahmen " WWindung,drm "7 ° dc

Erfindungsgemdl wurden Dbeispielsweise fiir  eine Testanlage zur kontinuierlichen

Virusinaktivierung mit emem Volumenstrom von rund 3 ml/min die o. g Parameter

folgendermafien ausgewdhlt. Mit Hilfe der fliir den jeweiligen Anwendungsfall geforderten
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Mindestverweilzeit und dem gewdhlten Schlauchinnendurchmesser ergibt sich die bendtigte
Schiauchlinge. Im nichsten Schritt ist der Coil Tube Durchmesser so zu wihlen, dass sowohl
Dean-Zahl > 0 als auch Torsion Parameter = 0, bevorzugt dass sowohl Dean-Zahl > 2, bevorzugt >
3, als auch Torsion Parameter > 300, bevorzugt, = 500, erfiillt ist. Siche hierzu Fig. 4.

Der innere Durchmesser di des Rohres oder Schlauchs 1 betrdgt {iblicherweise von 1 bis 30 mm,
bevorzugt zwischen 3 und 6 mm. In der Testanlage wurden beispiclsweise ein kommerzielles Roht/
kommerzieller Schlauch von einem Innendurchmesser von 3 mm verwendet. Darauf folgend wurde
der fiir diesen Fall minimal mégliche Coil Tube Durchmesser gewahlt. Je kleiner der Coil Tube
Durchmesser gewihlt wird, umso mehr Bends kdnnen fiir eine bestehende Schlauchléinge realisiert
werden. Da eine steigende Anzahl von Bends die Verweilzeitverteilung verengt, sollte diese Zahl
stets moglichst grof gewihlt werden.

Die Gesamtlinge L und inmerer Durchmesser der Rohre/Schlauche 1 werden an die Dimensionen der
Gesamtanlage/Durchflussrate der Anlage so angepasst, dass die im jeweiligen Anwendungsfall
geforderten Verweilzeiten eingehalten werden.

Fiir eine Anlage der 0. g. Gréfie weist das Rohr oder der Schlauch 1 {iblicherweise cine Gesamtliange
L von 1 bis 200 m, bevorzugt von 50 bis 100 m auf,

Die Anzahl der Windungen n zwischen zwei Richtungséinderungen und/oder Knicken 2 betrigt
iiblicherweise mindestens 2 bis 20, bevorzugt 5 bis 15, besonders bevorzugt 10, wobei die Anzahl
der Windungen so ausgewihlt wird, dass die Unit ein mdglichst kleines Volumen beansprucht.

Bildet das Haltegestell die Windungsachse oder ist der Schlauch bzw. das Rohr 1 selbsttragend,
weist die Windungsachse iiblicherweise 2 bis n Richtungsumkehrungen und/oder Knicke 2 auf,
wobei 1 beliebig sein kamn. Die Zahl n wird hierbei1 so ausgewihlt, dass die Gesamtlénge I der
Rohre/Schlauche 1 um die Unit gewickelt ist und ein moglichst kleines Volumen beansprucht.
Werden Rahmen als Windungsachse verwendet, weist jeder Rahmen 3 iiblicherweise 2 bis 6
Richtungsumkehrung und/oder Knicke 2 auf. Bevorzugt sind quadratische Rahmen (90 ° Knicke)
wie in in Fig. 2 dargestellt, ohne sich darauf zu begrenzen. Ein oder mehrere Rahmen werden
iiblicherweise libereinander an das Gestell 6 befestigt, bis die Gesamtlénge I des Rohres/Schlauchs

1 um die Unit gewickelt ist und ein méglichst kleines Volumen beansprucht.

Die so erziclte enge Verweilzeitverteilung ermdglicht die geforderte Virenabreicherung bei einer
bestimmten produkt- und prozessabhéingigen minimalen Verweilzeit, ohne die maximale, ebenfalls
produkt- und prozessabhingige Verweilzeit zu erreichen, die zu Produktschiddigung fithren wiirde
(typischerweise von 30 min fiir pH-empfindliche Produkte bis 120 min fiir weniger empfindliche
Produkte). Die erforderliche Verweilzeit sowie die Maximalverweilzeit sind produktabhéngig und
werden typischerweise experimentell ermittelt. Die Maximalverweilzeit wird so optimiert, dass das
Produkt minimal beschidigt wird, um den Bedarf an nachgeschalteten Reinigungschritten so gering

wie miglich zu halten. Die Verweilzeitverteilung nhert sich der mittleren Verweilzeit des idealen



10

15

20

25

30

35

WO 2015/135844 PCT/EP2015/054698

-7-

Strémungsrohrreaktors an. Hiermit kann eine effektive kontinuierlich betriebene Virusimaktivierung
bei niedrigem pH-Wert sichergestellt werden, deren Ergebnisse bzgl. Virenabreicherung und
Produktqualitéit vergleichbar mit der Virusinaktivierung in einem Batch-Verfahren wéren.
Insbesondere bei der Nutzung von Rahmen auf einem Gestell ist eine einfache, skalierbare und
kostengiinstige Fertigung der Vorrichtung (auch fiir den Einweggebrauch) mdglich. Der Schlaucly das
Rohr wird lediglich in der geforderten Art und Weise um die Rahmen gewickelt nachdem oder bevor
der Schlauch/ das Rohr sterilisiert wurde. Nach einem Einsatz der Einheit im Prozess, kann der
Schlauch/ das Rohr vom Rahmen gelost und entsorgt bzw. gereimigt werden (sofern
Mehrfachverwendung gewiinscht ist). Die Winkel der Bends sollten definierte Werte haben. Die
Position des Schiduchs/ Rohres sollte cbenfalls definiert sein, z. B. fir ein einfaches und
reproduzierbares Wickeln durch eingefriste Fithrungsnuten in die Rahmen. Fiir den Betrieb i einer
Anlage wird somit sichergestellt, dass die Anlage in jedem Produktionslauf die gleiche Effektivitit
besitzt.

Weiterhin kann die Vorrichtung sterilisierbar sein, bevorzugt autoklavierbar oder gamma-
bestrahlbar sein. Fiir diese Eigenschaft wird bevorzugt ein Schlauch verwendet, der den
einschldgigien Qualititsanspriichen, z. B. medizinische Qualitdt (USP Class VI) entspricht.
Bevorzugt kam die erfindungsgeméfie Vorrichtung autoklaviert oder gamma-sterilisiert werden,

was einen sterilen Betrieb ermdglicht.

Weiterhin wird ein Verfahren zur kontinuierlichen Virusinaktivierung eines Produktstroms
bereitgestellt, umfassend die folgenden Schritte:

a) Bereitstellen des zu inaktivierenden Produktstroms,

b) Zufuhr des Produktstroms in den Eintritt 4 eines Rohrs oder Schlauchs 1 mit einem Eintritt 4
und einem Austritt 5, wobei das Rohr oder der Schlauch 1 gekriimmt und/oder helikal mit
einer Zahl von n Windungen um eine Windungsachse h gewickelt ist und eine oder mehrere
Richtungsidnderungen und/oder Knicke 2 der Windungsachse mit einem Winkel o von 45°
bis 180° zur Anderung der Wirkrichtung der Normalen der Zentrifugalkraft aufweist, wobei
die Vorrichtung durch eine Dean-Zahl > 0 und einen Torsion Parameter > ) gekennzeichnet
ist,

¢) Durchlaufen des Produktstroms durch das Rohr oder den Schlauch 1 unter
vireninaktivierenden Bedingungen und

d) Ausstrémen aus dem Rohr oder dem Schlauch 1 durch den Austritt 5.

In dem Schritt a) wird ein Produktstrom an Fliissigkeit erzeugt, der sowohl Produkt als auch potentiell

zu inaktivierende Viren enthalten kann.
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Die Vorrichtung in Schritt b) des erfindungsgeméBen Verfahrens kann aufier einer Dean-Zahl > 0

auch eine Dean-Zahl > 1, bevorzugt > 2, bevorzugt > 3, weiterhin bevorzugt > 4 aufweisen.

Die Vorrichtung in Schritt b) des erfindungsgeméBen Verfahrens kann aufier einem Torsion-Parameter
von > ( auch einen Torsion-Parameter > 100, > 200, = 300, > 400, besonders bevorzugt von > 500

aufweisen.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform weist die Vorrichtung i Schritt b) des

erfindungsgeméfien Verfahrens eine Dean-Zahl > 3 und einen Torsion-Parameter > 500 auf.

Als mégliche vireninaktivierende Bedingungen fiir Schritt ¢) werden ein pH Wert < 4, UV- oder
thermische Behandlung genannt.

Bevorzugt wird im Schritt a) der pH-Wert des Produktstroms auf einen Wert < 4 eingestellt, sofern
der pH-Wert des zu inaktivierenden Guts nicht bereits den geforderten Wert hat. In diesem Fall wird
tblicherweise nach Schritt d) der pH-Wert auf > 5 mit einer Base eingestellt, um die
Virusinaktivierung zu beenden.

Einstellen des pH-Wertes der zu maktivierenden Losung auf < 4 kann beispielsweise durch Zugabe
von HCI-Losung erfolgen. Die Zugabe erfolgt typischerweise im Vorfeld der erfindungsgeméBen
Vorrichtung,

Der pH-Wert des Produktstroms vor Eintritt in die Vorrichtung zur Virusinaktivierung wird durch
den Sensor pH0501 erfasst (Fig. 8). Ublicherweise hat dieser pH-Sensor keine Regelaufgaben. Das

Aufzeichnen des pH-Signals dient lediglich zur Prozessiiberwachung,.

Erfordert der Produktionsprozess eine oder mehrere Einstellungen des pH-Wertes wird die
Vorrichtung zur Virusinaktivierung an eine Unit zur Emnstellung des pH-Wertes angeschlossen.
Ublicherweise werden zwei Units zur Einstellung des pH-Wertes verwendet, die erste vor der
Inaktivierung zur Einstellung des Produktstroms auf einen pH-Wert < 4 (Schritt b}, eine weitere

nach der Inaktivierung zur Neutralisierung des Produktstroms (Schritt d).

In Schritt ¢) erfolgt die gewiinschte Kontaktzeit (=Verweilzeit) zwischen saurer Losung und eventuell
vorhandenen Viren.

Als Base kann in Schritt d) beispielsweise Natriumhydroxid-Ldsung (NaOH) verwendet werden.
Das Verfahren kann als Batch-Operation und als kontinuierliches Produktionsverfahren
durchgefithrt werden und somit in einen Batch-Prozess und in einen kontinuierlichen Prozess

mtegriert werden.
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Wird die Vormrichtung zur Virusinaktivierung in einem kontinuierlichen Produktionsprozess
integriert, so wird eine oder mehrere Units zur Einstellung des pH-Wertes bevorzugt, in der der
Produktstrom eine Rezitkulationsschleife durchstromt. Fig. 8 stellt die Virusinaktivierung und eine
anschlieBende Neutralisierung exemplarisch dar, ohne sich darauf zu begrenzen. M0503 fordert
den Produktstrom in den Bag B0502 wo der pH-Wert nach Verlassen der Virusinaktivierung auf
einen Wert > 5 eingestellt wird. Den Inhalt des Bags B0502 fordert die Rezirkulationspumpe
MO0504 durch die Rezirkulationsschleife in der der pH-Sensor pH0502 den pH-Wert des
Produktstroms misst. Strémungstechnisch hinter dem Sensor wird das Stellmittel zur Anpassung
des pH-Werts zudosiert. Die Pumpe des Stellmittels ist MO505 und wird iber den zugehdrigen
Sensor pH0502 geregelt.

In dem erfindungsgeméBen Verfahren ist der zu inaktivierende Produktstrom iiblicherweise eine
Losung aus einem Bioreaktor, insbesondere eine Protein- oder Peptidiésung und ganz besonders
eine AntikOrperldsung.

Der technische Vorteil der erfindungsgeméaBen kontinuierlichen Virusinaktivierung gegeniiber der im
Stand der Technik {iblichen Virusmaktivierung im Batch-Modus besteht in der Integrierbarkeit in
einen kontinuierlichen Aufarbeitungsprozess, auch "Downstream Processing” genannt ohne die
Prozessfahrweise dndern zu miissen. Hierbei kommit es nicht zu emem Wechsel in der Prozessfiihrung
von Batch auf kontinuierlich und wieder zuriick, sondern der gesamte "Downstream Processing” ggf.
der gesamte Produktionsprozess (Upstream und Downstream) kann kontinuierlich durchfahren

werden.

Weiterer Gegenstand der Anmeldung ist eine Produktionsanlage umfassend eine oder mehrere
erfindungsgeméfie Vorrichtungen zur kontinuierlichen Inaktivierung von Viren in einem

Produktstrom und bevorzugt mindestens eine Unit zur Einstellung des pH-Wertes.

Die vorliegende Erfindung einschlieBlich bevorzugter Ausfithrungsformen wird in Verbindung mit
den nachfolgenden Zeichnungen und Beispielen erldutert, ohne hierauf beschrinkt zu sein. Die
Ausfithrungsformen kdnnen beliebig miteinander kombiniert werden, sofern sich nicht eindeutig
das Gegenteil aus dem Kontext ergibt.

Die verwendeten Bezugszeichen sind:

1 = gekriimmtes und/oder helixférmig gewickeltes Rohr oder Schlauch

2 = Richtungsumkehrungen und/oder Knicke 2 der Windungsachse h mit einem Winkel a von 45°
bis 180°

3 =Rahmen

4 = Eintritt

5 = Austritt
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6 = Haltegestell
7=Ful
8 = Produktstromleitung

Fig. 1 zeigt ein Parabolisches Strémungsprofil des laminar durchstrémten Rohres (oben:
Langsschnitt des Rohres). Linien gleicher Geschwindigkeit in Strémungsrichtung im laminar
durchstrémten Rohr (unten: Querschnitt des Rohres).

a = Rohrwand

b = Axialachse des Rohres in Strémungsrichtung

¢ = Radialachse

d = Linien gleicher Strémungsgeschwindigkeit in Strémungsrichtung

Fig. 2 zeigt Prinzip und Designparameter des CFI mit Darstellung des Strémungsprofils.
Dargestellt sind Linien gleicher Geschwindigkeit in Strémungsrichtung. Strémungsprofile wurden
entnommen aus: Ind. Eng. Chem. Res. (2008), 47, 10, S. 3630-3638
e Schlauchinnendurchmesser d;
¢ SchlauchauBendurchmesser d,,
e Pitch Distanz p
e Coil Tube Durchmesser d
o Coil Durchmesser d,
e Winkel o der Bends
e = Wirkrichtung der Zentrifugalkraft
f=Durchstrémrichtung der Helixwicklungen
g = Sttémungsrichtung des Fluids in der Helixwicklung
h = Windungsachse/Helixachse

Fig. 3 zeigt die Ergebuisse der Untersuchung des Verweilzeitverhaltens der Vorrichtung zur
kontinuierlichen Virusinaktivierung mit verschiedenen Anzahlen von Bends bei einem
Volumenstrom von 3 mbL/min im Vergleich zu einem geraden laminar durchstrémten Rohr und
einem idealen Stromungsrohr. (Bend = 90°-Knick zur Anderung Normalen der Wirkrichtung der
Zentrifugalkraft auf die Strémung. Die dimensionslose Konzentration von 1 entspricht einer

Konzentration an Vitamin B12 von 0,25 g/L.)

Fig. 4 zeigt das Diagramm zur Auslegung des CFI bei einem Volumenstrom von 3 mL/min

Fig. 5 zeigt eine Aufnahme der Vorrichtung wie sie in den Experimenten zur Verweilzeitmessung

verwendet wurde (4 Rahmen).
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Fig. 6 zeigt die in Beispiel 1 aufgegebene Stufenfunktion der Tracer-Lésung am Eintritt in die
Vorrichtung zur Virusinaktivierung

1= Zeitachse

j = Achse des UV-Signals

k = Zeitpunkt der Aufgabe der Tracer-Substanz am Fintritt des CFI

Fig. 7 zeigt die Zeichnung der Vorrichtung zur kontinuierlichen Virusinaktivierung nach dem
Vorbild des CFI. Links: Haltegestell mit montierten Rahmen. Rechts: Haltegestell ohne montierte

Rahmen.
Fig. 8 FlieBbild der Virusinaktivierung mit anschlielender Anpassung des pH-Wertes, wobei das
helixformig gewickelte Rohr 1 und dessen Richtungsumkehrungen und/oder Knicke 2 lediglich

schematisch dargestellt sind.

Fig. 9 Konstruktionszeichnung eines Rahmens aus den experimentellen Untersuchungen.
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Beispiel 1:

Die Auslegung der Rahmen wurde nach Fig. 4 durchgefiihrt. Dieses Diagramm wurde fiir eine
Flussrate von 3 ml/min erstellt und zeigt in welchem Bereich sich die Gestaltungsparameter
Schlauchinnendurchmesser und Coil Tube Durchmesser variieren lassen um die geforderten
Bedingungen Dean-Zahl > 3 und Torsion Parameter > 500 bei der Konstruktion der Rahmen
einzuhalten,

Fiir die experimentellen Untersuchungen wurde ein Schlauchimendurchmesser von 3 mm gewéhlt.
Der Coil Tube Durchmesser wurde daraufhin zu 63 mm gewihlt, sodass die aufgewickelte
Schlauchlénge pro Rahmen minimiert werden konnte.

Die Mafle des in den experimentellen Untersuchungen verwendeten Aufbaus, deren Ergebnisse in
Fig. 3 dargestellt sind, lauten:

Rahmendurchmesser (Coil Tube Durchmesser) 63 mm; &uflere Kantenlénge der Rahmen 195 mm,
Schlauchinnendurchmesser 3 mm; SchlauchauBBendurchmesser 5 mm. Die Rahmen wurden
entsprechend nach Fig. 9 gefertigt.

Pro Arm wurden stets 11 Wicklungen mit minimaler Pitch Distanz ausgefiihrt, sodass auf einem
Rahmen 9,5 m Schlauch aufgewickelt wurden. Minimale Pitch Distanz bedeutet, dass der Schlauch
in der Helix aneinander liegt. Fiir den Fall ,,3 Bends®” wurde ein Rahmen verwendet. Folglich
wurden fiir dieses Experiment 9,5 m Schlauch aufgewickelt. Fiir den Fall ,,15 Bends* wurden vier
Rahmen verwendet. Auf vier Rahmen wurden insgesamt 38 m Schlauch gewickelt. Fiir den Fall
»27 Bends® wurden sieben Rahmen verwendet. Auf siecben Rahmen wurden insgesamt 66,5 m
Schlauch gewickelt. Die pro Rahmen verwendete Schlauchlinge verhélt sich unter der Annahme
konstanter Windungszahlen pro Arm proportional zum Coil Tube Durchmesser. Der
SchlauchauBendurchmesser betrug beim verwendeten Schlauch 5 mm.

Fig. 5 zeigt die Anordnung der Rahmen und Schlauchwicklungen wie sie in den Versuchen zur
Verweilzeitmessung angeordnet wurden. Fiir diese Abbildung wurde allerdings aus Griinden der
Anschaulichkeit ein groBerer Schlauchdurchmesser (Schlauchinnendurchmesser 6 mm) gewdéhlt,
Folglich waren auch nicht die in den Experimenten verwendeten 11 Wicklungen pro Arm méglich.
Im experimentellen Aufbau wurde zunéchst jeder Rahmen separat mit dem im jeweiligen
Experiment verwendeten Schlauch wie in Fig. 2 und Fig. 5§ dargestellt umwickelt. Anschliefend
wurden die beschlauchten Rahmen an einem Haltegestell {ibereinander angeordnet. Hierbet wurde
der Ausgang des oberen Rahmens mit dem Eingang des darunter liegenden Rahmens verbunden,
sodass die Schlauchwicklung der Rahmen von oben nach unten durchlaufen wurde. Alternativ kann
man auch von unten nach oben oder in der Horizontalen durchstrémen.

Die Versuche zur Verweilzeitmessung in der Vorrichtung zur kontinuierlichen Virusinaktivierung
(CFD) wurden mit Hilfe einer UV-Messung am Austritt des Systems durchgefiihrt. Die Flussraten
betrugen stets 3 mL/min, der Innendurchmesser der verwendeten Silikonschlduche betrug 3 mm,

der Auflendurchmesser der Schlduche betrug 5 mm. Die AuBlendurchmesser der von den
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Schlduchen umwickelten Rahmen betrugen 63 mm (Coil Tube Durchmesser). Als Tracer-Substanz
wurde eine Vitamin B12 Losung mit einer Konzentration von 0,25 g/I. verwendet, da Vitamin B12
UV-Licht bei einer Wellenlénge von 280 nm absorbiert und sich somit als Indikator eignet.
Zunéchst wurde der CFI mit destilliertemn Wasser gespiilt. Zum Zeitpunkt k wurde am Eintritt der
Virusinaktivierung auf die Tracer-Losung umgeschaltet und die Aufzeichnung des Messsignals des
UV-Sensors gestartet (siche Fig. 6). Es wurde folglich eine Stufenfunktion der Tracer-Lsung auf
das System aufgegeben. Wenn das UV-Signal am Austritt des Systems dem UV-Signal der Tracer-
Losung entsprach, konnten die Versuche beendet werden, da das System ab diesem Zeitpunkt
komplett mit Tracer-Losung gefiillt und somit die Antwort des Systems auf die Stufenfunktion
vollstindig aufgezeichnet war.

Damit die verschiedenen aufgenommenen Verweilzeitkurven miteinander verglichen werden
konnten, wurde auf dimensionslose Gréflen normiert. Die Zeit wurde auf die mittlere Verweilzeit T

normiert.

T ==
1%

Wobei V das Holdup Volumen der Verweilzeitstrecke ist und V der Volumenstrom.

Die dimensionslose Konzentration ergab sich, indem das gemessene UV-Signal auf das maximal
aufgenommene UV-Signal (bei einer Vitamin B12 Konzentration von 0,25 mg/L) normiert wurde.
Eine Vitamin B12 Konzentration von 0,25 mg/L ergibt folglich eine dimensionslose Konzentration
von 1. Das UV-Signal von destilliertem Wasser fithrt zu einer dimensionslosen Konzentration von
0.

Die Ergebnisse der Messungen sind in Fig. 3 dargestellt. Die Verweilzeitverteilung des geraden
laminar durchstrémten Rohres wurde analytisch nach folgender Gleichung bestimmt. Fs bedeuten

F(8) die dimensionslose Konzentration und 8 die dimensionslose Zeit.
1

F(@)=1- 102
Das laminar durchstrémte gerade Rohr hat aufgrund seines parabolischen Strémungsprofils eine
vergleichsweise breite Verweilzeitverteilung. Im Rohrzentrum strémen die Fluidelemente deutlich
schneller als in den wandnahen Bereichen (siche Fig. 1).
Wird der Schlauch hingegen helikal aufgewickelt, bewirkt die Zentrifugalkraft eine
Durchmischung des Systems in radialer Richtung. Als Folge dessen bewegen sich langsam
stromende Fluidelemente, die ndher an der Helixachse sind, nach auflen und verdréingen die dort
befindlichen Elemente nach innen. Durch die Implementierung von Bends bauen sich die durch die
Zentrifugalkraft hervorgerufenen Sekundirstrémungen neu aus, was zu einer verbesserten radialen
Durchmischung fithrt. Fig. 2 zeigt, wie sich das Strémungsprofil nach jedem 90°-Bend um 90°

dreht. Wie aus Fig. 3 zu entnehmen ist, kamm durch die Verwendung von Bends eine deutliche

Verengung der Verweilzeitverteilung erreicht werden.
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Das beste bei den Versuchen erzielte Ergebnis trat bei der Verwendung des CFI mit 27 Bends auf
(eine hohere Zahl von Bends wurde nicht untersucht). Es gelang eine Anndherung an die
Verweilzeitverteilung  des  idealen  Strémungsrohrs. FEine  weitere  Verengung  der
Verweilzeitverteilung durch zusétzliche Bends ist wahrscheinlich. Die beschriebene Technik ist

somit als Verfahren zur kontinuierlichen Virusinaktivierung geeignet.

Die Arbeiten, die zu dieser Anmeldung gefithrt haben, wurden gemill der
Finanzhilfevereinbarung ,,Bio. NRW: MoBiDiK - Modulare Bioproduktion - Disposable und
Kontinuierlich” im Rahmen des Europiischen Fonds fiir regionale Entwicklung (EFRE)

gefordert.
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Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur kontinuierlichen Inaktivierung von Viren in einem Produktstrom, die ein Rohr
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oder Schlauch (1) mit einem Eintritt (4) und einem Austritt (5) jeweils verbunden mit emner

Produktstromleitung (8) fiir die Filhrung des Produktstroms umfasst,

- wobei das Rohr oder der Schlauch (1) gekriimmt und/oder helikal mit einer Zahl von n
Windungen um eine Windungsachse h gewickelt sind und eine oder mehrere
Richtungsénderungen und/oder Knicke 2 der Windungsachse h mit einem Winkel ¢ von
45° bis 180° zur Anderung der Wirkrichtung der Normalen der Zentrifugalkraft aufweist,

- waobei die Vorrichtung durch eine Dean-Zahl > 0 und einen Torsion-Parameter > 0

gekennzeichnet ist,

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung durch eine Dean-
Zahl > 2, bevorzugt > 3, und einen Torsion-Parameter > 300, bevorzugt > 500, gekennzeichnet

ist.

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichuet, dass die Vorrichtung ein

Haltegestell (6) umfasst, welches mit einem oder mehreren Rahmen (3) verbunden ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung
sterilisierbar ist, bevorzugt autoklavierbar ist, und besonders bevorzugt gamma-sterilisierbar

ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der innere
Durchmesser d; des gekriimmten und/oder helixférmig gewickelten Rohres oder Schlauchs (1)

zwischen 1 und 20 mm betrégt.

Produktionsanlage umfassend eine oder mehrere Vorrichtungen nach einem der Anspriiche 1

bis 5.

Verfahren zur kontinuierlichen Virusinaktivierung eines Produktstroms, umfassend die folgenden
Schritte:
a) Bereitstellen des zu inaktivierenden Produktstroms,
b) Zufuhr des Produktstroms in den Fintritt (4) eines Rolrs oder Schlauchs (1) mit emem
Eintritt (4) und emem Austritt (5), wobet das Rohr oder der Schlauch (1) gekriinmt
und/oder helikal mit einer Zahl von n Windungen um eine Windungsachse h gewickelt ist

und eine oder mehrere Richtungsénderungen und/oder Kuicke (2) der Windungsachse mit
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einem Winkel o von 45° bis 180° zur Anderung der Wirkrichtung der Normalen der
Zentrifugalkraft aufweist, wobei die Vorrichtung durch eine Dean-Zahl > 0 und einen
Torsion-Parameter >0 gekennzeichnet ist,
¢) Durchlaufen des Produktistroms durch das Rohr oder den Schlauch 1 unter
5 vireninaktivierenden Bedingungen und

d) Ausstrémen aus dem Rohr oder dem Schlauch 1 durch den Austritt 5.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung in Schritt b) durch
eine Dean-Zahl > 2, bevorzugt > 3, und einen Torsion-Parameter > 300, bevorzugt > 500,

10 gekennzeichnet ist.

9.  Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei im Schritt a) der pH-Wert des Produkistroms auf einen
Wert < 4 eingestellt wird, sofern der pH-Wert des zu inaktivierenden Guts nicht bereits den
geforderten Wert hat.
15
10. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die zu

maktivierende Losung eine Lisung von Makromolekiilen, bevorzugt eine Protein- oder

Peptididsung, besonders bevorzugt eine AntikGrperlosung ist.



