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er Begriff iSingle-Usel (hau!g auch als fiDisposablei bezeichnet) de!niert in der biophar-

mazeutischen Produktion einen Gegenstand, der fir den einmaligen Gebrauch bestimmt

ist. In der Regel besteht dieser aus Kunststoffmaterial (Polyamid {PA}, Polycarbonat {PC},
Polyethylen {PE}, Polyethersulfon {PESU}, Polypropylen {PP}, Polytetra"uorethylen {PTFE}, Po-
lyvinylchlorid {PVC}, Celluloseacetat {CA}, Ethylenvinylacetat {EVA}, siehe auch Punkt 3.1) und
wird nach seinem Gebrauch entsorgt. Demzufolge ist unter Single-Use-Technologie (SUT) eine auf
Single-Use-Systemen (SUS) basierende Technologie zu verstehen.

Der Grundstein fur die SUT wurde mit dem ersten Kunststoffblutbeutel durch die Firma Fenwal La-
boratories (heute Fenwal Blood Techniques, lllinois) im Jahre 1953 gelegt [Codner and Chat 2005].
In den 60er Jahren kamen Kunststoff''aschen, -kolben, -petrischalen und 96-Wellplatten auf den
Markt, die fur Routinearbeiten (Passagen, Zellexpansionen, Screeningarbeiten) im Zellkulturlabor
zunehmend ihre Gegenspieler aus Glas ersetzten. Einen weiteren, wichtigen Meilenstein in der
Geschichte der SUT legten Knazek und sein Team in den friihen 70er Jahren [Knazek et al. 1972].
Sie entwickelten den ersten Hohlfaserbioreaktor und zeigten, dass Saugerzellen unter in vivo ahnli-
chen Bedingungen zu Hochzelldichten wachsen kénnen, indem Hohlfasermembranen in einer Ein-
wegkartusche fur eine kontinuierliche Kulturfuhrung im Perfusionsmodus eingesetzt wurden. Das
bildete die Voraussetzung fiir die in den 80er Jahren populére in vitro Produktion diagnostischer
und therapeutischer Antikérper im mg-Bereich. Ebenfalls Mitte der 70er Jahre begannen Nunc und
Bioferon (heute Rentschler) mit der Produktion von Wannenstapeln aus Polystyren [Schwander and
Rasmusen 2005]. Diese auch als CellFactories bekannten Systeme wurden tberwiegend zur Kul-
tivierung adharenter Saugerzellen genutzt und losten in den 90er Jahren die fiir Zellexpansionen
und einfache, biopharmazeutische Produkte (z.B. Impfstoffe gegen Polio, Rotavirus und Hepatitis
A) verwendeten Roller"aschen in Good Manufacturing Practice (GMP)-Produktionen ab.

In den vergangenen 10 Jahren nahm die Vielfalt und Anzahl der auf dem Markt erhaltlichen SUS in
biopharmazeutischen Entwicklungs- wie auch Produktionsprozessen stetig zu. Im Jahr 2009 wur-
de eine Wachstumsrate von 35 % erreicht, die vor allem Produkten fiir das Upstream Processing
(USP) zuzuschreiben war [Langer 2009]. So fuhrte Hyclone (heute Teil von ThermoFisher) Anfang
2000 den ersten Einwegbeutel (Bag) fur die Lagerung sowie den Transport von Puffer und Medium
auf dem Markt ein. Dariiber hinaus fanden Dialysemembranreaktoren wie die CeLLine [Trebak et
al. 1999], das MiniPerm-System [Falkenberg 1998] und wellendurchmischte Bioreaktoren [Singh
1999] ihren Einzug in moderne, biotechnologische Forschungslabore. Unbestritten ist dabei, dass
der Wave Bioreactor 20 (das erste wellendurchmischte Bioreaktorsystem) und vor allem sein trotz
anfanglicher Skepsis gegeniiber dem neuen Mischprinzip erfolgreicher Einsatz sowie spéateres
Scale-up (bis max. 500 L Kulturvolumen) die entscheidende Triebkraft fur die rasante Weiterent-
wicklung der SUT war.



Heute kann der Anwender auf eine Vielzahl von SUS unterschiedlichster Anbieter zurtickgreifen.
Diese werden, wie in Abbildung 1 gezeigt, in Systeme fiir den alltédglichen Laborgebrauch, einfache,
periphere Systeme sowie Equipment fir Grundoperationen und Prozessplattformen eingeteilt [Eibl
et al. 2011a]. Die SUS werden mehrheitlich in Prozessen genutzt, wo proteinbasierte Biotherapeu-
tika aus Saugerzellen das Zielprodukt sind. Die Verfugbarkeit von Single-Use-Verbindern (Con-
nectoren), -Probenahme- und -Transfersystemen, -Mischern, -Bioprozesscontainern und weiteren
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Abbildung 1: Kategorisierungsansatz der aktuell auf dem Markt verfigbaren SUS [modifiziert nach Eibl et al. 2011a]

Single-Use-Bioreaktoren sowie geeigneten Sensoren und Single-Use-Pumpen erlaubt heute die
Realisierung eines kompletten Single-Use-USP bis 2 m? Kulturvolumen (siehe auch Punkt 3.4).
Waéhrend fur Inokulumproduktionen die wellendurchmischten Bioreaktoren (Wave Bioreactor von
GE Healthcare und Biostat CultiBag RM von Sartorius Stedim Biotech) dominieren und nicht mehr
wegzudenken sind, werden fir die Entwicklung und Produktion neuer proteinbasierter Biotherapeu-
tika die geruihrten Single-Use-Bioreaktoren (SUB) vorgezogen. Letztere gibt es mit Standard- oder
Einwegsensoren [Lindner et al. 2011] (siehe auch Punkt 3.6) ausgerustet bis zum Benchtopbereich
mit rigiden Kunststoffkesseln (z.B. Mobius CellReady, UniVessel SU, CelliGEN BLU) oder aber ab



Kulturvolumina von 4,5 L als lexible Beutel-(Bag) Systeme (S.U.B., Biostat CultiBag STR, XDR
Bioreactor) mit Heizmanschetten oder temperierbaren Stahlcontainern, die den Bag "xieren und in
Form halten [Eibl und Eibl 2009b].

Obwohl die zunehmende Implementierung von SUT fiir das USP auch die Entwicklung von SUS
fur das Downstream Processing (DSP) nach sich zog (Zentrifuge, Gefrier-und-Tau-System, Ab-
fullsysteme, Tangential- und Tiefen"Itrationssysteme, Chromatographieséulen, Membranadsorber),
haben SUS im DSP noch nicht die Bedeutung erlangt wie im USP (siehe auch Punkt 3.5). Vielmehr
stellt das DSP und hier vor allem die Chromatographie, die bei vorgepackten und sanitisierten S&au-
len (IPlug and Playi) auf 20 L beschrénkt ist, aktuell die obere Grenze dar [Blackwell 2010]. Limi-
tationen von SUS umfassen aber auch die Begrenzung beziiglich Druck, Durch!ussraten, Zentrifu-
galkraften, der Temperatur und der O,- bzw. CO_-Strippingraten. Als weitere Beschrankungen sind
mogliche Leachables und Extractables [Jenke 2007], die GréRenbegrenzung, die erhdhten Kosten
fur das Verbrauchsmaterial, die fehlende Standardisierung bzw. Kategorisierung, die Lieferantensi-
cherheit und die noch mangelnde Sensortechnik in Verbindung mit der Automatisierung zu nennen.
SchlieBlich erfordert die erfolgreiche Implementierung von SUT auch Veréanderungen und neue
Ansétze bei der Anlagenrealisierung, der Mitarbeiterschulung, der Qualitatssicherung und Ablaufen
der Produktion (siehe auch Punkt 3.3), die bereits in der Planungsphase beginnen [Sinclair 2009].

Nichtsdestotrotz erlauben die auf dem Markt verfugbaren SUS und SUT bei richtigem Einsatz und
richtiger Handhabung kleinere, billigere, grinere, sicherere und schnellere Entwicklungen sowie
Produktionen [Ott 2011]. Das erklart wohl auch die Tatsache, dass sie inzwischen aus klein- sowie
mittelvolumigen Verfahren fir Biopharmazeutika und Biosimilars in allen Hauptprozessschritten,
vor allem aber dem USP-Bereich, nicht mehr wegzudenken sind. Das betrifft die schnelle Entwick-
lung sowie das fauf den Markt bringeni neuer Biotherapeutika wie zum Beispiel von Antikérpern
und Veterinar- sowie humanen Impfstoffen. Die Mehrheit der Biotherapeutikaproduzenten (vor al-
lem Lohnhersteller) wendet hier SUS, wo immer mdéglich, an. Im deutschsprachigen Raum sind das
u. a. Baxter Osterreich, Boehringer Ingelheim, Merckle-Biotec, Hoffmann-La Roche Deutschland
und Schweiz, Merck Serono Deutschland und Schweiz, Novartis Schweiz und Osterreich, Rentsch-
ler und Werthenstein BioPharma.

Noch dominieren in solchen Firmen hybride Produktionsanlagen, in denen Single-Use- und traditio-
nelle Systeme aus Glas oder Edelstahl kombiniert werden. Doch werden erste Produktionsanlagen,
die durchgéngig mit SUS arbeiten, geplant. Hier werden Produktionsanlagen des geschlossenen
Typs (wo die SUS entsprechend der Reihenfolge der einzelnen Prozessschritte vorgefertigt und
miteinander verbunden werden sowie die Moglichkeit des freien Abliel3ens bzw. der hydrostatische
Druck fiir den Transport der Ausgangsmaterialien, Zwischen- und Endprodukte von einem Prozess-
schritt zum nachsten genutzt werden) und Produktionsanlagen mit Stationsbetrieb (wo Ausgangs-



materialien-, Zwischen- und Endprodukte durch fahrbare Container von einem Prozessschritt zum
nachsten transportiert werden) unterschieden [Peuker und Eibl 2011].

Diesem Trend tragen auch die in Tabelle 1 aufgefuhrten, global operierenden Entwickler und Her-
steller von SUS mit ihren Produkten Rechnung. Von ihnen haben GE Healthcare, Merck Millipore
und Sartorius Stedim Biotech gegenwartig das groRte Portfolio. Im deutschsprachigen Raum ist
Sartorius Stedim Biotech mit seinen Forschungs- und Entwicklungs- sowie Produktionsstétten in

Gottingen (Deutschland) und Tagelswangen (Schweiz) im Single-Use-Bereich fihrend.

Tabelle 1: Ubersicht ausgewéhlter Entwickler und Hersteller von SUS (weltweit, alphabetisch geordnet)

Firma Homepage Single-Use-Produkte
Aber Instruments www.aber-instruments.co.uk Sensoren
AC Engineering www.acengineering.co.il Pumpen

Adolf Kiihner AG

www.kuhner.com

Bioreaktoren, Inkubationsschittler

fur Single-Use-Bioreaktoren

Advanced Scienti!cs

www.advancedscienti!cs.com

Bags, Container, Connectoren, Fil-
ter, Abfiillsysteme, Probenahme-
systeme, Schlauchschwei*geréate

AmProtein

WWW.amprotein.com

Bioreaktoren

Applikon Biotechnology

www.applikon-bio.com

Bioreaktoren

ATMI Life Sciences

www.atmi.com

Bags, Mischer, Bioreaktoren

Bayer Technology Services

www.bayertechnology.com

Mischer, Bioreaktoren

Bosch Pharma

www.boschpackaging.com

Dosier- und Abfllsysteme

C-Cit www.c-cit.ch Sensoren
CelLution Biotech www.celltainer.com Bioreaktoren
Charter Medical www.chartermedical.com Bags
Cole-Parmer www.coleparmer.de Sensoren

Corning Life Sciences

Wwww.corning.com

Platten, Flaschen, Kulturschalen,
Arbeitsutensilien fur Routinearbei-
ten in Zellkulturlaboren

Eppendorf www.eppendorf.com Bioreaktoren, Arbeitsutensilien
fur Routinearbeiten in Zellkultur-
laboren

ExcellGene www.excellgene.com Arbeitsutensilien fur Routine-

arbeiten in Zellkulturlaboren,
Bioreaktoren




Firma

Finesse Solutions

Homepage

www. Inesse.com

Single-Use-Produkte

Sensoren, Anlagensteuerungen,
Bioreaktoren

Fogale Biotech

www.fogalebiotech.com

Sensoren

Fluorometrix

www."'uorometrix.com

Sensoren

GE Healthcare

www.gehealthcare.com

Bags, Container,Connectoren,
Filter, Schlauche, Probenahme-
systeme, Mischer, Bioreaktoren,
Abfiillsysteme, Chromatographie-
saulen, Plattformlésungen fir USP
und DSP, Schlauchschwei#geréte,
Siegelautomaten

Gemue GmbH

www.gemue.de

Membranventile

Gore

www.gore.com

Probenahmesysteme, Schlauche,
Ventile, Einfrier-, Gefriertrock-

nungsschalen
Hamilton Medical www.hamilton-medical.com Sensoren
HyNetics www.hynetics.com Mischer

ICM Technologies

www.icmtechnologies.com

Bags, Container

Infors AG

www.infors-ht.com

Inkubationsschdittler fir Single-
Use-Bioreaktoren

JM Separations

www.jmseparations.com

Bags, Schlauche, Manifolds,
Mischer, Filter, Plattformlésungen
fir USP und DSP

Jobst Technologies www.jobst-technologies.com Sensoren
Levitronix www.levitronix.com Pumpen
Meissner Www.meissner.com Bags, Bioreaktoren, Container,

Filter

Merck Millipore

www.merckgroup.com

Bags, Container, Connectoren,
Filter, Schlauche, Probenahme-
systeme, Mischer, Bioreaktoren,
Inkubationsschdittler fir Single-
Use-Bioreaktoren, Abflllsysteme,
Plattformlésungen fur USP und
DSP

mp2-labs

www.mp2-labs.com

Bioreaktoren

Nalgene Labware

www.nalgenelabware.com

Bags, Platten, Flaschen, Filter




Firma Homepage Single-Use-Produkte
Nestlé www.nestle.com Bioreaktoren
Nunc Brand www.nuncbrand.com Platten, Flaschen, Schalen, Ar-

beitsutensilien fir Routinearbeiten
in Zellkulturlaboren

Ocean Optics

WWW.oceanopticsensors. com

Sensoren

Pall www.pall.com Mischer, Bags, Bioreaktoren,
Connectoren, Filter, Abfiillsyste-
me, Plattformlésungen fir USP
und DSP

PBS Biotech www.pbshbiotech.com Bioreaktoren

PendoTECH www.pendotech.com Sensoren

PreSens www.presens.de Sensoren

Qattro!ow www.quattro!ow.com Pumpen

Saint-Gobain www.medical.saint-cobain.com Connectoren, Schlauche

Sartorius Stedim Biotech

www.sartorius-stedim.com

Bags, Container, Connectoren,
Filter, Schlauche, Probenahme-
systeme, Mischer, Bioreaktoren,
Abfillsysteme, Membranadsor-
ber, Frier- und Tau-Systeme,
Plattformlésungen fur USP und
DSP, Schlauchschwei*'gerate,
Siegelautomaten

Sebra www.sebra.com Schlauchschwei*'gerate
Schulte Bagtainer www.schulte-bagtainer.de Container

SciLog www.scilog.com Sensoren

Terumo WwWw.terumo-europe.com Bags, Schlauchschwei''geréte,

Siegelautomaten

Thermo Scientitic

www.thermo.com

Bags, Container, Mischer, Bio-
reaktoren

www.tpp.ch

Platten, Flaschen, Schalen, Ar-
beitsutensilien fir Routinearbeiten
in Zellkulturlaboren

TRACE Analytics GmbH

www.trace.de

Sensoren, Probenahmesysteme

Xcellerex

www.xcellerex.com

Mischer, Bioreaktoren, Plattform-
l6sungen fir USP

3M Puritication

www.solutions.3m.com

Filter
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Innerhalb der Branche der Entwickler und Hersteller von SUS ist sehr viel Bewegung. Vereinzelt
kommen neue Akteure auf den Markt. Es wird jedoch angenommen, dass es innerhalb der Vielzahl
der Hersteller in den nachsten Jahren eine Konsolidierung geben wird. Im Vorteil sind diejenigen
Firmen, die eine breite Produktpalette haben und dem Anwender im Rahmen des Gesamtprozes-
ses vielseitige Unterstiitzung garantieren kdnnen.

Forschungsaktivitéaten in Verbindung mit SUT beschreiben Arbeitsgruppen akademischer Einrich-
tungen aus Deutschland (Leibnitz Universitéat Hannover, Technische Universitat Magdeburg) und
der Schweiz (Ecole Politechnique Féderalé, Eidgendssische Technische Hochschule Ziirich, Ziir-
cher Hochschule fir Angewandte Wissenschaften) seit Anfang 2000. Es handelt sich vor allem
um Bioreaktor- und Sensor- sowie Prozessentwicklungen und damit verbundene Applikationen fiir
tierische und humane Zellen.

Wahrend seit sechs Jahren die Bio-Process Systems Alliance (BPSA, www.bpsalliance.org) die
Entwicklung und Anwendung der SUT wie auch die Ausbildung damit fir den englischsprachigen
Raum unterstutzt und anleitet, fehlt im deutschsprachigen Raum trotz der vielen Aktivitaten in In-
dustrie und Akademie eine solche Koordinationsstelle. Mit diesem Hintergrund wurde im Friihling
2010 der temporére Arbeitskreis (TAK) iSingle-Use-Technologie in der biopharmazeutischen Pro-
duktioni aus dem Arbeitsausschuss iBioprozesstechniki der DECHEMA gegriindet.



2. TAK lSiNGLE-USE TECHNOLOGIE IN DER BIOPHARMAZEUTISCHEN PRODUKTION]

und 12 akademischen Einrichtungen aus Deutschland, Belgien, der Schweiz und Oster-

reich. Entsprechend einer vorgenommenen Analyse zu akuten Problemstellungen und
Zukunftsperspektiven der SUT erfolgte eine Organisation der TAK-Mitglieder in den nachfolgend
aufgefiihrten sieben Arbeitsgruppen (AG):

Zum TAK gehdren gegenwartig 64 Fachkolleginnen und Fachkollegen aus 37 Unternehmen

» AG Werkstoffe und ihre Eigenschaften, Quali!zierung und Validierung
» AG Komponentenharmonisierung und Logistik

» AG Projektierung

» AG Bioverfahrenstechnik USP

» AG Bioverfahrenstechnik DSP

» AG Bioverfahrenstechnik Sensoren

» AG Neue Anwendungsfelder fiir Single-Use-Systeme

Prioritare Ziele des TAK fiSingle-Use-Technologie in der biopharmazeutischen Produktioni sind die
Forderung der SUT und die Erfassung der hier laufenden Aktivitaten in den Bereichen Forschung,
Fertigung und Anwendung in den deutschsprachigen Landern. Dariiber hinaus hat die Standardi-
sierung von SUS und SUT oberste Prioritat. Das in den Arbeitsgruppen erarbeitete Statuspapier soll
die aktuellen Mdglichkeiten und Grenzen von SUS in der biopharmazeutischen Produktion (anwen-
der- und herstellerseitig) aufzeigen sowie dariiber hinaus den notwendigen Handlungsbedarf auf
diesem Gebiet im deutschsprachigen Raum spezi!zieren.

1



3. BEITRAGE DER ARBEITSGRUPPEN

3.1. AG Werkstoffe und ihre Eigenschaften, Quali zierung und Validierung

rotz der breiten Anwendung und Akzeptanz von SUS in biopharmazeutischen Produktions-

prozessen wird ihr Anwender bei deren Einfihrung gegenwartig mit den in Box 1 aufgefihr-

ten, neun Problemstellungen konfrontiert. Sie rihren vor allem vom Material und der damit
verbundenen Quali!zierung und Validierung von SUS bzw. der damit realisierten Prozesse her. So
beschreiben die Arzneimittelblicher zwar Tests fiir Polymere (EP: 3.1.x, USP<87>, USP <88>, USP
<381>o0der USP <661>), doch stellen diese Screeningtests dar. Es wird aber nicht auf alle Polyme-
re in den Arzneimittelblchern eingegangen, aus denen SUS bestehen kdnnen.

AKTUELLE PROBLEMSTELLUNGEN BEI DER EINFUHRUNG VON SINGLE-USE-SYSTEMEN

1. Es gibt keine de!nierten, pharma-grade Polymere.

2. Die Quali!zierungs-/Validierungsunterlagen der zahlreichen Hersteller sind unterschiedlich komplex und infor-
mativ. Hau!g sind nicht alle eingesetzten Zusatzstoffe spezilziert.

3. Es existieren keine regulatorischen Anforderungen fiir SUS fiir den biotechnologischen Gesamtprozess, son-
dern hdchstens fiir einzelne SUS (z.B. fiir Filter) und das Endprodukt. Demzufolge sind die Anforderungen in
Behdrdeninspektionen fur die einzelnen Produktionsstufen nicht de!niert.

4. Eine ganzheitliche Betrachtung aller eingesetzten SUS fiir eine vollstédndige Beurteilung wird notwendig. Dazu
gehoéren neben Bags und Filtern auch Schlauche, Schlauchverbinder, Membranen, etc.

5. Innerhalb der einzelnen klinischen Phasen ist dabei moglichst dieselbe SUT anzuwenden, um die Eignung
dieser aufzuzeigen.

6. Generell ist wenig Erfahrung mit Risikoanalysen fur SUS vorhanden.

7. Die Entwicklung bei den Basismaterialen (Kunststoffe) der SUS und deren Verarbeitung 'ndet mit hohem
Tempo statt.

8. Die Anforderungen an SUS kdnnen sehr unterschiedlich sein, je nachdem wie lange die Kontaktzeit mit dem
SUS ist, wie kritisch einzelne extrahierbare Substanzen fur den jeweiligen Prozess sein kénnen oder wie ober-
""achenaktive Substanzen, z.B. Tween, eine Extraktion beein"ussen kénnen.

9. Evaluierte, analytische Methoden mit Akzeptanzkriterien fiir Leachables und Extractables fehlen.

12

Box 1: Typische anwenderseitige Probleme bei der Einfilhrung von SUS

Dem Anwender stellen die Zulieferer von SUS ein sauberes, zusammengebautes, funktionsberei-
tes und steriles SUS zur Verfiigung, was ein hohes Mal3 an Sicherheit im Produktionsprozess mit
SUS voraussetzt. Die Produktionssicherheit miissen die Zulieferer in ihren Quali!zierungs-/Validie-
rungsbroschuren zeigen. Die bei der Implementierung von SUS wichtigsten Aspekte sind in diesem
Zusammenhang die Qualilzierung des Zulieferers, die SUS-Quali!zierung, die Sterilitdt und der
Nachweis von Extractables/Leachables.




Die Hersteller von SUS liefern dem Anwender grundsatzlich Informationen zur Materialeignung und
der Tauglichkeit des SUS fur die jeweilige Anwendung (vergleiche Tabelle 2). Die regulatorischen
Anforderungen an die Materialquali!zierung von SUS werden vom EU-GMP-Guide Part Il, 21 CFR
211.65(a) und ICH (Q7A) festgelegt. Es gilt hier sicherzustellen, dass durch Wechselwirkungen
(Extractables/Leachables, Adsorption, Neben- oder Abbauprodukte) zwischen dem Produkt und
dem SUS die Qualitat des herzustellenden Wirkstoffes/Arzneimittels nicht beein"usst wird. Aller-
dings beziehen sich diese Vorgaben nicht auf den biotechnologischen Gesamtprozess, sondern auf
das Endprodukt. Neben diesen gesetzlichen Anforderungen sind auch die Vorgaben der Arzneimit-
telbuicher einzuhalten. Zur Untersuchung und Bewertung von extrahierbaren Substanzen kénnen
dabei je nach Anwendung die in Tabelle 3 zusammengefassten Verdffentlichungen herangezogen
werden.

Schlie#lich Ubernimmt der Pharmazeutikahersteller mit der Entscheidung zur Einfihrung von SUS
mehr Verantwortung. Der Pharmazeutikahersteller als Anwender von SUS muss namlich aufzei-
gen, dass die gewahlten Materialien unter den gegebenen Prozessbedingungen (Prozesslésung,
Temperatur, Zeit, Druck, etc.) zu dem Zielprodukt de!nierter Qualitét fihren, was im Rahmen der
Prozessvalidierung dokumentiert wird [Merseburger 2011]. Welche zusétzlichen Studien und Va-
lidierungen notwendig sind, sollte der Anwender durch einen risikobasierten Ansatz mit Hilfe der
Quali!zierungs-/Validierungsunterlagen der Hersteller der SUS festlegen kdnnen.

Tabelle 2: Herstellerseitige Informationen tber SUS im Uberblick

Information zur Spezifikation Gultige Dokumente Qualifizierungs-

gegenstand

Materialeignung

QS-System Zulieferer

1SO 9001 ff. oder alternatives Sys-
tem, das auf EC 2023/2006 basiert

Daten zu extrahier-
baren Substanzen des
Rohmaterials

EP Kap. 3.1.x und USP <87>, <88>,
<661> und <381>; EU 2002/72

Zertitkate zur Freiheit
von TSE/BSE

EMA/410/01, Rev. 2 - Oktober 2003
(unter Berucksichtigung von EC 1774
/ 2002; Annex VI Chapter Il)

Konformitat mit
REACH

ECHA/PR/08/38-REV, einschliel3lich
DEHP

Informationen zu
BisPhenol A

Allergene Substanzen

Gesundheitsbehorde Kanadas: Bis-
Phenol ist fir kritische Anwendungen
verboten

Rohmaterial-

quali!zierung

13
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Information zur

Chemische Tests

Spezifikation

Wassertests nach
den Monogralen fur
steriles Wasser

Gultige Dokumente

USP und EP

Extractables- Herstellerspezi!sch
Untersuchungen
Chemische Herstellerspezi!sch, in Anlehnung an

Kompatibilitat

ASTM D 543-06

Physikalische Tests

Temperatur, Durch-
*'uss, Druck, Gastrans-
mission, physikalische
Stabilitat

Herstellerspezi!sch

(fur Medizinprodukte)

Funktionstests Stabilitat nach Herstellerspezilsch
Bedampfungen und
Gammabestrahlung
Genauigkeit Anwen-
dungsbereich: Druck,
Durch*uss
Pifung von Verbin- HIMA Dokument; ASTM F-838-05
dungsfestigkeiten
Bakterienbeaufschla- Herstellerspezi!sch
gungstest, Lagerbe-
standigkeit
Hygiene Bioburden 1ISO 11737
Partikelabgabe USP <788>, E.P. 2.9.19
Endotoxine USP<85> and E.P. 2.6.14
Verpackung Primare Verpackung 1SO-11607-1

Lagerstabilitat

Reale Lagerversuche

Herstellerspezi!sch

Tests unter
beschleunigenden
Bedingungen

Herstellerspezi!sch in Anlehnung an

ASTM F 1980-02

Qualifizierungs-

gegenstand
Quali'zierung des
Produktes

Bemerkung: Die verwendeten Abkiirzungen sind dem Abkiirzungsverzeichnis (Punkt 6) zu entnehmen.




Tabelle 3: Veroffentlichungen zur Untersuchung und Bewertung von extrahierbaren Substanzen

Dokument Titel

EMA

Guideline on Plastic Intermediate Packaging Materials

FDA

Guidance on Container Closure Systems for Packaging Human Drugs and Bio-
logics

Guidance for Industry

Q7A Good Manufacturing Practice Guidance for Active Pharmaceutical Ingre-
dients

ICH Guideline Q8

Pharmaceutical Development

ICH Guideline Q6A

Test Procedures and Acceptance Criteria for New Drug Substances and Drug
Products

PQRI

Safety Tresholds and Best Practices for Extractables and Leachables in Orally
Inhaled and Nasal Drug Products

PQRI (wird 2011 erlassen)

Thresholds and Best Practices for Parenteral and Ophthalmic Drug Products

BPSA

Recommendations for Testing and Evaluation of Extractables from Single-use
Process Equipment

PDA (wird 2011 erlassen)

Technical Report on Single Use Systems

Bemerkung: Die verwendeten Abkiirzungen sind dem Abkiirzungsverzeichnis (Punkt 6) zu entnehmen.
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3.2. AG Komponentenharmonisierung und Logistik

em rasant gestiegenen Marktbedarf an SUS fiir alle Bereiche eines biopharmazeutischen

Produktionsverfahrens stehen unterschiedlichste Herstellprozesse der Kunststoffprodukte

gegenuber. Wahrend sich einfache Komponenten sehr gut in automatisierten Verfahren
fertigen lassen (z.B. SpritzgieRen, Extrusion, Schwei3en), ist die Herstellung von komplexeren Sys-
temen wie peripheren Single-Use-Elementen ein hochgradig manueller Prozess [Vanhamel und
Masy, 2011]. Daher birgt das exponentielle Kapazitdtswachstum ein erhohtes statistisches Risiko
auftretender Produktionsfehler, welche es zu reduzieren gilt.

Hersteller von SUS begegnen dem mit regulatorischen Vorschriften (z.B. PDA, 1ISO9001) zur Quali-
1zierung der Herstellprozesse. Weiterhin sind Methoden zur Qualitétssicherung zu etablieren, wel-
che sicherstellen, dass keine Beschédigungen an Teilkomponenten auftreten, und dass Ubergange
und Anschliisse innerhalb eines Systemdesigns so miteinander verbunden sind, dass es nicht zu
Leckagen und Unsterilitaten innerhalb der Baugruppe wahrend des Gebrauchs kommt. Aktuell wird
das sichergestellt, indem Verfahren wie die Zug- und Druckpriifung an den jeweiligen Ubergéangen
(z.B. zwischen Schlaucholiven und aufgesetztem Schlauchanschlussstiick) durchgefiihrt werden,
und deren mechanische Befestigungen unter Zuhilfenahme von Fixierungen wie Kabelbinder, Bar-
bLock® oder alternativ Schellen delniert ist. Auf diesem Weg wird eine Qualilzierungsmatrix ge-
schaffen, die einer statistischen Priifmaske entspricht und die Konformitét eines Systems begrin-
det. Bislang ist es allerdings nicht mdglich, die korrekte Fertigung eines kompletten Systemdesigns
verfahrenstechnisch zu belegen, indem korrelierte Messverfahren auf das komplexe Endprodukt
angewendet werden und gleichzeitig die Integritat gegeniiber au3eren Ein"ussfaktoren belegen.

Mittlerweile lasst sich am Markt ein steigender Bedarf an derartigen Prufverfahren erkennen, wel-
che sowohl hersteller- als auch anwenderseitig zum Einsatz kommen. Aufgrund der Tatsache, dass
derartige Verfahren aktuell nicht zur Verfugung stehen, ist der anwenderseitige Einsatz von SUS
in kritischen Produktionsschritten hdu!g limitiert. Das Risiko eines Fehlverhaltens des Systems
(Leckage und damit verbundenen Kontamination des pharmazeutischen Produktes) geht mit dem
Risiko des !nanziellen Verlustes einher. Abhilfe kann hier ein Testverfahren schaffen, welches dem
Anwender belegt, dass keine Verletzungen der Systemintegritét vor, wahrend oder nach der Be-
nutzung vorlagen. Insbesondere Prifverfahren, die vor der eigentlichen Benutzung zum Einsatz
kommen, sind von Interesse, da sie schon vorab sicherstellen, dass keine fehlerbehafteten An-
lagenteile verwendet werden. Andererseits diirfen diese Verfahren weder die Kompatibilitat der
Bauteile beeintrachtigen, noch sind Aufwand und Kosten so zu beein"'ussen, dass sich der eigent-
liche Einsatzgrund fur SUS egalisiert.



In Anbetracht der Tatsache, dass solch eine Priifung aktuell nicht vorliegt, kommt der korrekten
Lagerhaltung der gefertigten und zumeist gammabestrahlten Endprodukte sowie einer funktionel-
len Transportsicherung eine hohe Bedeutung zu. So sind z. B. scharfkantige Gegenstande so zu
verpacken, dass wahrend des Transportes und der Lagerung keine umliegenden und angeschlos-
senen Komponenten (z. B. Beutel) beschadigt werden. Schon kleinste Verletzungen der Ober!éache
kdnnen die Stabilitat des Systems im spateren Gebrauch geféahrden, und bilden dadurch sowohl ein
sicherheitstechnisches als auch wirtschaftliches Risiko fuir den Anwender.

Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die Verpackungsmaterialien den Anspriichen an pharmazeuti-
sche Produktionsstatten und Reinrdumen entsprechen missen. So sind Schaumstoffe oder Papp-
maschee weniger geeignet, da bei der Handhabung dieser Materialien Partikel freigesetzt werden
kdnnen, was in Reinrdumen oder Materialschleusen zu vermeiden ist. Weiterhin ist die chemische
Kompatibilitat der Werkstoffe zu priifen, da hau"g noch eine Ober!&chendesinfektion wahrend des
Einschleusens des verpackten SUS zum Einsatz kommt. Neben den gewéhlten Materialien ist die
Art und Weise der Verpackung zweckmaRig und leicht handhabbar zu gestalten.

Aus der Vielzahl an Arbeitsschritten, die notwendig sind, um prozessspezi‘'sche SUS zu konfek-
tionieren, ergibt sich ein gestiegener Dokumentations- und Zerti"'zierungsaufwand. Dabei haben
Endanwender solcher Systeme im Rahmen ihrer Qualitatssicherung einen signi'kanten Bedarf an
Unterlagen zur Uberwachung und Riickverfolgung der Bauteile sowie des Herstell-, Liefer- und
Lagerverfahrens. Moderne Lésungen diese Rickverfolgung einem einzelnen System zuzuordnen,
wie z. B. der Einsatz von sogenannten Radio Frequency Identi"'cation (RFID)-Chips haben sich bis-
lang nicht durchgesetzt. Der Vorteil dieser RFID-Chips liegt darin, dass sie am System direkt ange-
bracht, und alle produktrelevanten Daten darauf hinterlegt werden kdnnen. Allerdings muss es auch
maoglich sein, dass nicht nur der Fertiger sondern auch dritte Parteien (z. B. Sterilisierer, Spediteure,
Lageristen etc.) auf den Chip zugreifen, ihn lesen und beschreiben kénnen, und das im besten
Falle ohne die Umverpackung zu 6ffnen. Bei der Handhabung dieser Daten sollten einheitliche
Standards gesetzt werden, so dass Lieferant und Anwender problemlos zu den ausgetauschten
Produkten Uber die entsprechende Technologie kommunizieren kdnnen, wobei Datenschutz- und
Datensicherheitsbestimmungen zu respektieren sind. Letztlich wird dadurch sichergestellt, dass
behdrdliche Anforderungen zur Prifung und Dokumentation eines pharmazeutischen Produktions-
systems erfiillt werden. AuRerdem folgt eine solche Vorgehensweise dem eigentlichen Gedanken
von SUS, unpro"table Arbeitsschritte zu reduzieren. Ein hohes Potenzial hierzu liegt in der Doku-
mentationsverwaltung sowie gegebenenfalls in der Aufklarung von Abweichungen, fiir die hau'g die
vorangegangenen produktbezogenen Prozesse aufgearbeitet werden missen.
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3.3. AG Projektierung

ktuell wurden und werden bereits zahlreiche Projekte zur Installation von SUS im Bereich

der pharmazeutischen Zellkultur im deutschsprachigen Raum umgesetzt. So wurden in

Deutschland in den letzten 12 Monaten SUS im Umfang von mehrstelligen Millionenbetré-
gen allein durch die Firmen Hoffmann-La Roche und Rentschler implementiert. Folglich sind erfah-
rene Projektierungs!rmen und Lieferanten im deutschsprachigen Raum ausreichend vorhanden.
Trotz allem ist die Anwendung von SUS in der Biopharmazie in Deutschland noch nicht so verbreitet
wie in den USA. Vielmehr ist der breite Einsatz von SUS nur auf einige, international tatige Pharma-
Irmen beschrénkt. Durch die begrenzte Zahl an Anwendern ist das Training der Kunden in der Re-
gel Bestandteil der Projektierung, da viele Kunden SUS erstmals einsetzen. Herausforderungen im
Bereich der Projektierung bestehen vor allem im Facility Layout, der Handhabung und Entsorgung.

Facility Layout

Die gewachsenen Anforderungen an die Qualitét von Biopharmazeutika spiegeln sich auch im De-
sign von Produktionsanlagen wider. Dieser Prozess wird neben den betrieblichen Auagen vor
allem durch die behérdlichen getrieben und hat das potentielle Risiko der Verunreinigung des Wirk-
stoffes im Fokus. Dazu zahlen in erster Linie verfahrenstechnische MalRnahmen, die sicherstellen
sollen, dass der Produktionsprozess vollstandig geschlossen verlaufen ist. Ist das nicht méglich,
sind die Rahmenbedingungen so zu gestalten, dass ein potenzielles Kontaminationsrisiko minimiert
oder ausgeschlossen wird. Durch den Multiproduktcharakter vieler Produktionsanlagen ist das An-
lagendesign entsprechend auf den unglinstigsten Anwendungsfall ausgelegt, d. h. die Prozess-
suiten fur den USP- und DSP-Bereich sind gemaf Reinraumklassi!zierung oftmals in ISO 8 bzw. 7
ausgefihrt. Daraus resultieren hohe Anforderungen an die Qualitét der Reinraumausfiihrung sowie
der zugehorigen Liftungs- und Klimatechnik. Neben den erforderlichen Investitionskosten stellen
hierbei insbesondere die Betriebskosten einen nicht unerheblichen Anteil dar.

Durch den verstérkten Einsatz von SUS, die in der Art so miteinander kombiniert werden, dass
erweiterte, geschlossene Prozessbereiche entstehen, sind die Risikobetrachtungen, wie sie bei
konventionellen Produktionsanlagen durchgefuhrt werden, neu zu bewerten. Durch die geschlos-
sene Prozessfahrweise sind die bisherigen Reinraumanforderungen kritisch zu hinterfragen. Die
Anwendung von lokalen Laminar"ow-Einheiten in einer pharmakontrollierten Umgebung (CNC)
oder das geschlossene Prozessieren in einer kontrollierten, aber nicht klassi!zierten Umgebung,
sind Ansétze, die beim Einsatz von SUS zur Diskussion stehen. Hierzu besteht Bedarf an wissen-
schattlich verilzierten Arbeiten, die neue konzeptionelle Ansétze der Reinraumanforderungen beim
Einsatz von SUS untersuchen. Au3erdem stellen die Personal- und Material"usskonzepte unter
besonderer Beriicksichtung der SUT einen weiteren Untersuchungsgegenstand fur die Anlagenge-



staltung dar. Haulg Indet eine rdumliche Trennung zwischen der Medienlagerung und -versorgung
und der verfahrenstechnischen Grundoperation statt. Der Transfer iber Reinraumgrenzen erfordert
technische Lésungen fir Schlauchdurchfiihrungen, die zum Teil schon auf dem Markt erhaltlich
sind, wo aber noch erhebliches Entwicklungspotenzial besteht, vor allem in Hinblick auf Mehrfach-
durchfihrungen.

Handhabung

Der Einsatz von SUS ist meist mit der Durchfiihrung vieler manueller Schritte bei der Anwendung
verbunden. Generell ist der Automatisierungsgrad der Systeme geringer als der vergleichbarer
klassischer Systeme. Dadurch ergibt sich die Aufgabe, diese manuellen Schritte anzuleiten, zu
Uberwachen und zu dokumentieren. Somit haben die meisten Anwender Bedarf an einem preiswer-
ten Codierungssystem von Einwegkomponenten, um z. B. durch Scannen der Komponenten eine
Einbindung in Manufacturing Execution Systeme (MES) zu ermdglichen. Weiterhin besteht Bedarf
an liintelligenteni Einwegkomponenten, die z. B. Informationen zu Chargendaten, Montage, techni-
sche Daten integriert in die Einwegkomponenten enthalten.

Oft wird ein Gesamtsystem zur Durchfiihrung eines Prozessschrittes aus Einzelkomponenten zu-
sammengesetzt. In einigen Anwendungsféllen (z. B. Verwendung von Gefahrstoffen oder Organis-
men mit Gefahrdungspotenzial) sollte vor Einsatz des Systems die Integritat des Gesamtsystems
geprift werden. Hier fehlt gegenwartig eine sichere Methode und die dafiir bendtigten Gerate zum
Vor-Ort-Test, da klassische Helium- und Wasserstoff-Lecktests bei Kunststoffen auf Grund der Per-
meabilitat der Materialien fiir diese Gase kaum anwendbar sind.

Entsorgungskonzepte

Zu einer erfolgreichen Implementierung von SUT in einen biopharmazeutischen Herstellungspro-
zess gehort auch die Sicherstellung der Entsorgung. Da es sich bei den SUS haulg um Verbund-
werkstoffe handelt, liegt die Herausforderung in der Trennung der Materialien. Neben unterschied-
lichen Kunststoffen werden teilweise auch Metalle als Einbauten verwendet.

Da heute schon in ausgewahlten Applikationen samtliche Prozessschritte aus SUS realisiert wer-
den, ist das Abfallvolumen entsprechend grof3. Die dabei anfallenden Beutel, Schlauche, Filter, etc.
sind unter Umsténden mit Organismen und/oder mit umweltgefahrdenden Chemikalien belastet
und missen vor der Entsorgung entsprechend behandelt werden. Das kann uber thermische oder
chemische Verfahren erfolgen. Die Entsorgung der Kunststoffe erfolgt tblicherweise durch Ver-
brennung oder manchmal auch durch Deponierung [Baier, 2011].
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Gegenwartig sind nur bedingt Systeme am Markt erhaltlich, die die grof3en Abfallmengen zerklei-
nern oder kompaktieren kdnnen. Insbesondere im Zusammenhang mit der Inaktivierung/Dekon-
tamination gibt es so gut wie keine Losung auf dem Markt. AuRerdem gibt es keine Mdglichkeit,
die Verbundstoffe vor Ort zu trennen, um sie gegebenenfalls einer Wiederverwertung zuzufiihren.
Das bedeutet, dass eine aufwendige und kostenintensive Logistik erforderlich ist, die den Vorteil
der SUT im Prozesseinsatz schmélern kann. Hier besteht ein groRer Bedarf, der durch innovative
Lésungen gedeckt werden muss. Die Konzepte fiir den Materialtuss von SUT missen wie bereits
im Punkt 1 erwéhnt schon in der Planungsphase von Implementierungsprojekten mit SUS bertick-
sichtigt werden. Da es in anderen Industriezweigen, wie z. B. der Lebensmittelindustrie, bereits
ahnliche Fragestellungen, aber auch Losungsansatze gibt, sollte eine Adaption auf den Biotechno-
logiesektor moglich sein.



3.4. AG Bioverfahrenstechnik USP

enerell umfasst das USP die Herstellung, Lagerung und Bereitstellung der Kulturmedien,

die Inokulum- und Seedinokulumherstellung sowie die eigentliche Fermentation. Je nach

Einteilungsphilosophie wird auch die Biomasseabtrennung nach der Fermentation dem
USP zugeordnet. Zur Realisierung dieser Prozesse kommen die in Box 2 aufgelisteten, verfah-
renstechnischen Grundoperationen zum Einsatz. Wie bereits im Punkt 1 beschrieben, existieren
fur die technische Umsetzung der Grundoperationen eine Vielzahl von SUS unterschiedlicher An-
bieter. Sie unterscheiden sich hinsichtlich Gré3e, Wirk- und Mischprinzip sowie Instrumentierung
und zeichnen sich durch eine delnierte Fluiddynamik aus. AuBerdem wird fir verschiedene An-
wendungsfélle, vor allem im Zellkulturbereich, eine méglichst scherarme Durchmischung bei gleich-
zeitig homogener Energieverteilung gefordert. Fur die Realisierung sich stéandig wiederholender
Teilaufgaben (Mischen, Lagern und Transportieren, Inokulumproduktion und Fermentation sowie
Biomasseabtrennung) hat sich au'erdem die Zusammenfassung verfahrenstechnischer Grund-
operationen zu Prozessplattformen bewahrt. Prozessplattformen sind technisch umgesetzte, gut
de!nierte Ablaufe von Prozessen oder Prozessschritten. Es gibt sie in unterschiedlicher Grosse
sowie Anzahl und Reihenfolge der Prozessschritte bereits fur die Medienherstellung, die Fermen-
tation und die Biomasseabtrennung.

VERFAHRENSTECHNISCHE GRUNDOPERATIONEN (UNIT OPERATIONS) IM UPSTREAM PROCESSING

»  Lagerung und Transport von Feststoffen

»  Lagerung und Transport von Fliissigkeiten

»  Losen von Feststoffen und Fliissigkeiten

»  Filtration von Stoffgemischen

» Homogenisieren von Flissigkeiten

»  Suspendieren von Feststoffen

»  Dispergieren von Tropfen und Gasblasen

»  Stofftransportprozesse zur Erzielung von Phasengrenz#achen

»  Warmetransportprozesse

Box 2: Ubersicht typischer verfahrenstechnischer Grundoperationen im USP bei der Biopharmazeutikaproduktion

Zur Probenahme, zum Verteilen, Lagern und Transportieren werden 2- und 3-dimensionale Kunst-
stoffbeutel (2D-, 3D-Bags) und sogenannte Tank Liners als Einzelsysteme oder als Manifolds
(Mehrfachverteilsysteme) in der Gréssenordnung von 50 mL bis zu 3.000 L verwendet. Die Bags
sind entsprechend ihres Verwendungszweckes oder kundenspezilscher Winsche mit entspre-
chenden Ports, Verbindern, Schlauchen, Filtern und Sensoren bestlickt. Feststoffe kénnen mit-
tels spezieller Pulverbags, die entsprechend groRe Offnungen haben, prozessiert werden. Zum
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sicheren Transportieren werden Bag-Handling-Systeme in Form von Schalen, Wannen, Racks und
Transportcontainer vorteilhaft genutzt. Grossere Bagsysteme werden generell in Containern oder
Aufnahmewannen eingebracht und !xiert. Es gibt solche Systeme stapel- und faltbar aus Kunststoff
oder Edelstahl [Riesen und Eibl 2011].

Zum Ldsen, Mischen und Kultivieren werden Single-Use-Mischer (SUM) [Werner et al. 2011] und
SUB [Eibl et al. 2011b] verwendet. SUM gibt es gegenwartig bis 5.000 L und SUB bis 2.000 L in
Bagausfiihrung sowie als rigide Kunststoffsysteme im Benchtop-Ma''stab bis 14 L. Die Vielfalt in
Form und GroRe des Kultivierungscontainers, dem Leistungseintrag, der Instrumentierung, den
Misch- und Rihrorganen sowie Wellenabdichtungen und ihren Einbauvarianten bedingt die zahl-
reichen Varianten der auf dem Markt verfiigbaren SUM und SUB. Eine Systematisierung dieser
Systeme ist analog zu ihren konventionellen Gegenspielern unter Verwendung der Art und Weise
des Leistungseintrages, namlich mechanisch, hydraulisch und pneumatisch (Abbildung 2) sowie
hybrid (Kombination von mechanischem und pneumatischem Energieeintrag, nicht dargestellt)
moglich. Zur Medium- und Gasl!ltration, Biomasserickhaltung und Biomasseabtrennung werden
Single-Use-Filtersysteme im USP verwendet (vergleiche Tabelle 4).

Tabelle 4: Single-Use-Filtersysteme

Single-Use-Filtersystem Technische Angaben

(min. und max. pro Capsule bzw. Single-Use-Einheit)

Filterkartusche 0.02 bis 3.3 m?
Tiefen!lter 0.0025 bis 2 m?
Mikro!ltrationssystem 0.06 bis 3.5m2
(Abscheidungrate in pm) (0,65 um)
Ultra!ltrationssystem 0.001 bis 3.5m?
(MWCO in kDa) (10 bis 30 kDa)
Spin!iter 0.031 m? bis 0.851 m?
(Maschenweite in pm) (10 pm)

Bemerkung: Die Filterflache kann durch Parallelisierung erweitert werden.

Au"erdem stehen Single-Use-Zentrifugen (max. 120 L min?, max. Volumen 3.000 L) sowie zur
Forderung der Medien Single-Use-Schlauchquetschpumpen bis 4.000 L min?, 4-fach Kolben-
membranpumpen bis 4.000 L min® und magnetschwebende Single-Use-Zentrilgalpumpen bis
8.400 L min* zur Verfligung.

Technische Grenzen fiir den Einsatz der SUT im USP ergeben sich aus den Konstruktionsmateria-
lien (Kunststoffen) an sich. Ihnen sind hinsichtlich Stabilitat, Einsatzbereich, Ma"'stabvergré*erung
und Handling Grenzen gesetzt. Gegenwartig liegt die Gro" engrenze anwenderseitig bei 1.000 L bis



2.000 L Bagvolumen und 30 Zoll Filterkartuschen, auch wenn herstellerseitig gréere Bagsysteme
(bis 5.000 L) offeriert werden. Anlagenkapazitaten oberhalb dieser GréBenordnung werden durch
die Anwender aktuell durch Parallelisierung bewerkstelligt. Nach jungsten Umfragen der Aspen
Brook Consulting scheint das furr ber 80 % der Anwender ausreichend.

Problematisch sind auch alle verfahrenstechnischen Aufgabenstellungen mit SUS, die einen Leis-
tungseintrag gré!er 100 W m= erfordern und bei denen mit Druck- und Temperaturgradienten gear-
beitet werden muss. Das gilt insbesondere fir viskose Stoffsysteme, Suspensionen mit erh6htem
Feststoffgehalt und thermisch zu behandelnde Medien.

Art des
Leistungseintrages

Mechanisch Pneumatisch I Hydraulisch I
R?al'it?m? EI 'E‘L’r'ﬁ" I O;;:l:g'ﬁnngﬁl gegcrf.t-‘:‘:anl Adrlift I Air wheel I F’umpewJelsI

Magnet- Mechanischa Wellen- Vibrierende Rotatorischi
kupplung I Kupplung I dumhmisnhtl Schaibern I Dszlllismndl

Abbildung 2: Kategorisierung von SUM und SUB

Ein groRes Manko der auf dem Markt verfugbaren SUS fur das USP ist ebenfalls ihre fehlende
Kompatibilitat und Vergleichbarkeit. Zwar existieren verschiedene Studien zur Charakterisierung
von SUM und SUB und Vergleiche mit herkémmlichen Systemen, doch sind diese Ergebnisse in
der Regel nicht zu verallgemeinern und nur schwer zu tbertragen. Grund dafiir sind die gewahlten
Versuchsbedingungen und unterschiedliche Bestimmungsmethoden fiir die charakteristischen ver-
fahrenstechnischen Groé!en. Es fehlen: (1) ein vereinheitlichter Methodenkatalog zur Bestimmung
von Misch- und Verweilzeit, K a-Werten, Leistungseintragen, Scherbelastungen und Strémungs-
pro"len, welcher durch entsprechende Ringversuche abgesichert wird, (2) Kennzahlenmodelle zur
Ermittlung des Stoff- und Warmetransports und (3) Methoden bzw. Kriterien zur Charakterisierung
der Suspensionsgute in SUS.

Fir SUS-Einsatzempfehlungen und -vorschlage zur Realisierung einer moglichst geometrisch
ahnlichen Malstabsibertragung sind geschlossene Malstabsibertragungsketten abzuleiten.
Hier sollten neben den klassischen, verfahrenstechnischen Untersuchungen, Computational Flu-
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id Dynamics-(CFD) Simulationen durchgefiihrt, Standardprozesse (Misch-, Kultivierungs- und
Filtrationsprozesse) de!niert und die Resultate als Beurteilungskriterien herangezogen werden.
Dringender Handlungsbedarf besteht aber auch bei Ubertragungsmechanismen von nicht geo-
metrisch ahnlichen SUS. Da im USP SUS nicht in allen Ma''stében zur Verfligung stehen oder
anwendungsspezi!sch nur in bestimmten GréfRen und geometrischen Formen verfligbar sind, ist
eine Ma''stabsubertragung von geometrisch ahnlichen SUS gegenwartig nur in Einzelféllen und
bei speziellen Anwendungen mdéglich. Fur Ubertragungen mit nicht geometrisch ahnlichen SUS
(z. B. wellendurchmischte Systeme auf geriihrte Systeme oder geschittelte Systeme auf gertihrte
Systeme) fehlen wissenschaftliche Kriterien und Methoden. Die Ubertragungen erfolgen zurzeit
empirisch, sind langwierig und oft suboptimal. Hilfreich wéren generell auch standardisierte Proben-
und Sondenports an den SUS.



3.5. AG Bioverfahrenstechnik DSP

ie zur Herstellung biopharmazeutischer Produkte angewendeten, verfahrenstechnischen

Grundoperationen im DSP beinhalten klassische Filtrationsverfahren und chromatogra-

phische Schritte, aber auch neuartige Technologien wie funktionelle Filtrations-/Adsorp-
tionsverfahren und iMixed-Modei Technologien. Der Begriff iMixed-Modei steht dabei fir einen
multiplen Retentionsmechanismus als Grundlage der Wechselwirkungen zwischen Probe und Sor-
bens. Der Abfillprozess des formulierten Endproduktes ist in der biopharmazeutischen Produktion
dagegen in den meisten Fallen ein klassischer Flissigtransfer mit oder ohne Inale Lyophilisierung
(Gefriertrocknung). Box 3 zeigt die wahrend des Filtrations- bzw. chromatographischen Prozesses
standardmassig genutzten, verfahrenstechnischen Grundoperationen. Aus diesen Grundoperatio-
nen werden die zur Isolierung und Aufreinigung des Produktes geeigneten Methoden ausgewahlt
und zu einer Downstreamsequenz zusammengefiuigt. Die Reihenfolge und Qualitat der verwende-
ten Methoden variiert dabei in Abhangigkeit der Eigenschaften und Anforderungen an die Qualitat
des zu reinigenden Produktes.

DOWNSTREAM PROCESSING

Filtration Chromatographie

»  Dead-End-Filtration »  AfInitatschromatographie
»  Steril ltration »  Kationen-Austausch-Chromatographie

»  Tangential- (Cross"ow) -Filtration »  Anionen-Austausch-Chromatographie
» Ultra ltration (UF) »  Hydrophobe Interaktions-Chromatographie
» Dia ltration (DF) »  Mixed-Mode-Chromatographie

»  Funktionelle Filtration
»  Tiefen lter

»  Membranadsorber (Af nitat, lonenaustauscher)

Box 3: StandardmaRig genutzte, verfahrenstechnische Grundoperationen im DSP

In Abbildung 3 ist exemplarisch die generische Sequenz zur Aufreinigung eines monoklonalen An-
tikdrpers dargestellt.

Wie im USP kommen auch im DSP die Hauptvorteile beim Einsatz von SUT gegenuber klassi-
schen, wiederverwendbaren Systemen zum Tragen: (1) niedrigere Investitionskosten, (2) verkirzte
Entwicklungs- und Implementierungszeiten, (3) reduzierter Quali!zierungs- und Instandhaltungs-
aufwand und (4) erhohte Flexibilitat [Laukel et al. 2011]. Dennoch ist, verglichen mit der rasanten
Entwicklung von SUS im USP bzw. deren liickenlos mdglicher Anwendung, die Situation im DSP
eine andere. Schon etabliert sind Einwegmischer bis 1.000 L sowie die Einwegversionen klassi-
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scher Mikro!ltrations- (0,1/0,2 pm) und Tiefen!ltrationssysteme. Letztere

Capture
Profain A erlauben sogar Zellabtrennungen in Hochzelldichtekulturprozessen (fed

batch) mit tierischen Zellen bis zum 1.000 L Maf3stab [Dudziak, 2010].

Alternativ sind Single-Use-Zentrifugen wie die UniFuge (Carr Centritech)
Virus- zur Zellabtrennung verfligbar.

Inaktivierung

K

Nach wie vor ein Flaschenhals ist der Bereich der Ultralltration. Ein-
wegsysteme fir Tangentiallltrationen sind von verschiedenen Herstel-
CIEX lern nur bis 3,5 m? verfigbar [Laukel et al., 2011], weshalb im 1.000 L
Mafstab der UF/DF-Schritt in mehreren Zyklen gefahren werden muss.
Erste Tandem-Systeme kdnnen bis 7 m? realisiert werden [miindliche

' Mitteilung, T. Peuker, Sartorius Stedim Biotech 2011]. Bis heute fehlen
Polishing Standardeinwegsysteme fur die Virus!ltration. Hier bieten verschiedene
Hersteller kundenspezilsche Losungen, wie z. B. die FlexAct oder die
Mobius FlexReady-Ldsung fiir die Virus!ltration an.

|

!

Virus-
Filtration Ganz anders verhalt sich die Situation bei den chromatographischen

Systemen. Den Vorteilen Flexibilitdét und reduzierter Zeit- und Kosten-
aufwand durch vorgepackte, sofort nutzbare (IReady-to-Usei) Saulen

UF / DF stehen die Kosten fiir die eingesetzten chromatographischen Gele als
Formulierung Nachteil gegenliber. Momentan sind chromatographische Einwegsyste-
Abbildung 3: Typische Auf- me mit Saulenvolumina bis 20 L verfiigbar. Dadurch missen Ernten im
reinigung eines monoklona- ~ 1.000 L MaRstab in mehreren Zyklen aufgereinigt werden. Durch die-
ten Antikorpers sen Umstand kann die Saule zwar 6konomischer ausgenutzt werden,
gleichzeitig wird durch die multiplen Zyklen die Standzeit und dadurch die Prozesszeit verlangert.
In der Chromatographie wird die weitere Entwicklung von SUS sehr stark von der Preisentwicklung
der chromatographischen Medien abhéngen. Fir Prozesse mit hau!gen Ernten und Aufreinigun-
gen in Saulen mit hoher Lebensdauer sind chromatographische Einwegsysteme momentan keine
attraktive Losung. Es laufen Neuentwicklungen, die auf die Leistungssteigerung bei gleichzeiti-
ger Kostenreduktion im Prozess in Verbindung mit SUT abzielen. Dazu gehéren der Einsatz von
fiMmixed-Modei-Sorbentien sowie sequentiellen Chromatographien, die durch neue Selektivitaten im
Proteincapture und die ef!zientere Ausnutzung eine signi'kante Reduktion des benétigten Chro-
matographiemediums ermdglichen.

[

[

Die eher zdgerliche Entwicklung von SUS im Bereich der Chromatographie hat jedoch zur Ent-
wicklung von alternativen Aufreinigungstechniken gefiihrt. Funktionelle Filtrationen mit Membra-
nadsorbern kombinieren die Vorteile der Einweg!ltration mit funktionellen Ober"achen, vor allem
mit lonenaustauscher- und Af!nitatseigenschaften [Wagner und Miuller, 2011]. Die dynamischen
Bindekapazitaten sind zwar signilkant niedriger als in der chromatographischen Séule, jedoch



kann mit deutlich héheren Fliissen im Adsorber gearbeitet werden. Membranadsorber werden von
vornherein als SUS konzipiert.

Wie im USP sind auch im DSP die verfahrenstechnische Charakterisierung der SUS und ihre Stan-
dardisierung unzureichend. Gefragt sind kostengtinstige Standardsysteme fiir die Produktaufarbei-
tung und -abfullung.

3.6. AG Bioverfahrenstechnik Sensoren

insichtlich Prozessmonitoring und Automatisierungstechnik verfiigen SUS bis jetzt nicht

Uber den vollen Funktionsumfang wie ihre traditionellen Gegenspieler. Sie sind sowohl mit

in situ als auch ex situ-Sensoren ausgeristet [Glindkamp et al. 2009]. In situ-Sensoren,
welche im Kontakt mit dem Kulturmedium stehen, missen sterilisierbar sein. Ex situ-Sensoren,
welche eine nicht-invasive Uberwachung erméglichen, wie z. B. optische Sensoren, die durch ein
transparentes Fenster oder klassische Sensoren, die im Probenahmestrom auerhalb der Steril-
barriere messen, brauchen das nicht. Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber derzeit verfiighare Senso-
ren, deren Messprinzip und kommerzielle Verfligbarkeit sowie deren Integrationsgrad.

Tabelle 5: Derzeit verfugbare Sensoren

Gruppe Sensorik Verfugbarkeit Integration in
Single-Use-Systemen
Druck piezo ++ ja
physikalisch ++ -
mechanisch + ja
Temperatur elektrisch ++ ja
Strémung optisch ++ ja
Leitfahigkeit Impedanz ++ ja
po, optisch +++ ja
elektrochemisch + hinter Steril!lter
Co, optisch +++ hinter Sterilllter
elektrochemisch + hinter Steril!lter
pH optisch o+ ja
elektrochemisch ++ ja
Glucose amperometrisch ++ hinter Steril!lter
Glucose, Lactat, Glutamin amperometrisch ++ hinter Steril!lter
Glucose, Lactat, Glutamat amperometrisch + in situ
Methanol optisch + hinter Steriltlter
Ethanol optisch + hinter Steril!lter
Biomasse Impedanz ++ ja
+++ mehrere Anbieter, ++ wenige Anbieter, + begrenzte Verfligbarkeit, - keine Informationen verfligbar
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Verschiedenste Single-Use-Analytik (SUA) fiir messbare Prozessparameter be!ndet sich noch im
Forschungs- und Entwicklungsstadium oder hat noch keine Marktreife. Sie ist teilweise zu spezi-
Isch, zu aufwendig fir den kostenglinstigen Einsatz in SUS und erfillt die wichtigsten Anforderun-
gen, wie den ausreichenden Messbereich und die Genauigkeit, die USP Class VI und das Leache-
able/Extracteable-Zertilkat, nur teilweise. Fur die Messung von Standard-Prozessparametern wie
Druck, Temperatur, und zum Teil auch pH und pO, gibt es mehrere Systeme, die die 0. g. wichtigs-
ten Anforderungen erfiillen. Die Messbarkeit dieser Gré3en kann fur SUS als mdglich angesehen
werden. In bestimmten Bereichen (z. B. Ausweitung der Messbereiche) sind noch Verbesserungen
wiinschenswert. Bei der Messung von weiteren Prozessparametern, wie Durch"uss, Leitféhigkeit
und pCO,, ist dagegen mit Einschrankungen zu rechnen. Es stehen nur sehr wenige Systeme zur
Verfugung. Gleiches gilt fir die Messung der Zellzahl und der Konzentration von Substraten, res-
pektive Metaboliten, wie Glukose, Laktat, Glutamin und Glutamat.

Generell ist bei SUS alle ex situ messende Analytik einsetzbar. Neben der Abluftanalytik zur Messung
von GroRen, wie Ethanol, Kohlendioxid, Methan, Methanol und Sauerstoff, besteht die Mdglichkeit
der Entnahme von Probestromen (zellfrei oder Proben mit Zellen) zur Weiterleitung an die entspre-
chenden Messgerate sowie die Ankopplung optischer Messsysteme. Hier steht im Prinzip die ganze
Auswahl an Geréaten zur Verfugung, die es auch fiir herkémmliche Anlagen gibt. Einschréankend ist
lediglich die Verbindung mit einer sterilen Probenahme bzw. die Ankopplung mit dem SUS.

Die einfachste Art zellfreie Proben zu entnehmen, ist Gber einen Steril!lter mit einer angeschlosse-
nen Schlauchleitung gegeben. Nachteilig sind hier allerdings, gerade in kleineren Systemen, das
relativ hohe entnommene Probevolumen und die zeitliche Verzégerung der Messung. Vorteilhaft
sind in diesem Fall miniaturisierte Sensoren, welche an eine entsprechende Mikro"uidik gekoppelt
sowie SUS-nahe situiert sind und kontinuierlich, mit geringer Zeitverzégerung und geringem Medi-
umverbrauch analysieren. Bei Filtrationssonden, die direkt in den Behalter eintauchen, treten diese
Probleme nicht auf. Allerdings wurden diese Systeme fiir herkdmmliche Anlagen entwickelt und
stehen als Single-Use-Version noch nicht zur Verfligung. Fur die Entnahme von Proben mit Zellen
sind verschiedene SUS vorhanden. Allerdings kdnnen hier meist nur wenige Proben entnommen
werden und der Vorgang der Probenahme ist kaum automatisierbar.

Optische Messsysteme (IR- und Fluoreszenz-Spektren) sind prinzipiell auch fir die Messung der
Zellzahl und der Konzentration von Substraten und Metaboliten geeignet. Sie kdnnen in SUS groR3-
technisch noch nicht eingesetzt werden, da u.a. die erforderlichen optischen Fenster in den Sys-
temen fehlen.

Aufgrund von unterschiedlichen Messprinzipien, des Fehlens von Standardports fiir in situ-Senso-
ren sowie standardisierten mechanischen Schnittstellen, um ex situ-Sensoren ohne Medienkontakt



an die Peripherie von SUS reproduzierbar zu positionieren, ist eine einfache Anbindung von Senso-
ren an SUS schwierig. Hierdurch wird ein Tausch oder Wechsel des Fabrikats nahezu unmdéglich.
Die Entwicklung und Integration eines Standardports wiirde es erméglichen, dass der Hersteller
eine Anschlussstelle in den Bag integriert, die es erlaubt, Sonden mit de!niertem Design in SUS
mit und ohne Kontakt zum Medium mit reproduzierbarer und mechanisch stabiler Positionierung
einzubauen. Diese Integration des Standardports kann vom Hersteller validiert werden. Wenn die
GroRRe und Geometrie sowie das Material des Portes festliegen, kénnten die Sondenhersteller ihre
Konstruktionen darauf abstimmen, so dass eine schnelle und sichere Implementierung iber diesen
Port gegeben ist. Das Patent US 8,008,065 beschreibt einen Port, der beispielsweise die oben ge-
nannten Anforderungen erfullen kann [Selker et al. 2011]. Auch ist die Schaffung einer einheitlichen
Schnittstelle von Sensor und Gesamtsystem ein dringendes Anliegen, um dem Nutzer alle Mess-
daten, aber auch die sensorspezilschen Daten, wie z. B. letzte Kalibrierung, Fehlermeldungen etc.
zur Verfugung stellen zu kénnen.

DEFINITIONS- UND ENTWICKLUNGSBEDARF

»  Identilkation relevanter Messgréf3en und -orte

»  Festlegung von Prozessgrenzen

»  Auswahl geeigneter, skalierfahiger Messprinzipien (z. B. Sensor, Zufiihrung)
»  Single-Use-Probenahmesysteme und Anbindung an Diagnostik

»  Erhohung von Sensorsensitivitat und -selektivitéat von Single-Use-Sensoren
»  Kalibrierung der Sensoren fiir in situ-Anwendungen

»  Sterilisierbarkeit durch Bestrahlung optimieren (Bestandigkeit)

»  Standardisierung der elektrischen Schnittstelle pro Sensorprinzip

Box 4: De!nitions- und Entwicklungsbedarf

Schlussendlich lassen sich basierend auf den nationalen und internationalen Roadmaps und Stra-
tegieempfehlungen [NAMUR und VDI/VDE-GMA 2009, AMA 2010, Biotechnologie 2020plus 2011]
die dargestellten Anforderungen an Sensor- und Analysensysteme fir Single-Use-Applikationen
ableiten (Box 4). Im Zentrum der Aktivitéaten steht die Entwicklung und Evaluierung einer moglichst
umfassenden, sensorbasierten Prozessintelligenz fir die einzelnen Anwendungen.
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3.7. Neue Anwendungsfelder fir Single-Use-Systeme

nicht in dem MalRe weiterwachsen wird, wie das bisher der Fall war. Wie von verschiede-

nen Arbeitsgruppen vorgéangig beschrieben, gilt es, die Standardisierungsbestrebungen fir
SUS zu forcieren, ihre Limitationen zu berwinden und sie weiterzuentwickeln. Das betrifft vor allem
den Sensorbereich im Hinblick auf prozessrelevante Messgré!en sowie den Malstab von Appa-
raten und Anlagen fir die Tiefen-, Ultra- und Dia"ltration, die Chromatographie und die Abfillung.
Gelingt das, kommen wir der kompletten Single-Use-Produktionsanlage und damit der Single-Use-
Factory in der Boxi immer naher.

Es wird angenommen, dass die SUT fir die Herstellung von proteinbasierten Therapeutika

Entscheidend werden die Biotherapeutika der jingsten Generation jedoch die Weiterentwicklung
der SUT pragen. Letztere werden mit autologen (korpereigen) oder allogenen (korperfremden),
humanen Stammzellen oder T-Zellen hergestellt und werden deshalb auch als Zelltherapeutika
bezeichnet. Diese Zelltherapeutika gelten als wichtiges Produktsegment der personenspezi'schen
Medizin und umfassen die seit Anfang der 90er Jahre auf den Markt dréngenden Produkte fir die
regenerative Medizin (Haut, Knorpel und Knochen) [Buckler 2011] sowie das erste personenspe-
zi"'sche Vakzin, Sipuleucel-T von Dendreon Corporation (www.dendreon.com), was im April 2010
die FDA-Zulassung zur Therapie von Prostatakrebs erhielt. Mehr als 200 Zelltherapeutika fur die
Transplantationsmedizin, Krebs- und Aids-Therapien be'nden sich im Stadium der klinischen Er-
probung [Shaw 2011]. Um die Zelltherapie, die verglichen mit dem etablierten Manufacturing von
Proteintherapeutika noch in den Kinderschuhens steckt, zum kommerziellen Erfolg zu fiihren, sind
innovatives Equipment und neue Technologien zwingend notwendig [Burger 2010]. SUS werden
hier bedingt durch die Produktanforderungen und -verwendung zum iMussi.

SUS fir das USP, DSP und die Abfullung bei der Herstellung von Zelltherapeutika

So zeichnen sich die Herstellungsprozesse fur Zelltherapeutika durch deutlich kleinere Kulturvo-
lumina (gegenwartig 1 bis 30 L) [Rios 2011] im USP aus. Fir einige Stammzelltypen wie zum
Beispiel mesenchymale Stammzellen ist aulerdem zur Erhaltung ihrer biologischen Funktionen
Adhérenz zu gewahrleisten, womit die Perfusions- und Microcarriertechnologien wieder an Be-
deutung gewinnen. Ein wesentliches Problem bei der Nutzung von Stammzellen stellt die Bereit-
stellung einer ausreichend grolen Zellmenge dar. Stammzellen kénnen bei der Vermehrung ihre
Differenzierbarkeit (Multipotenz) verlieren. Fir dieses gravierende Problem, dessen Lésung fur die
klinische Anwendung zellbasierter Therapien unabdingbar ist, miissen geeignete Kultivierungssys-
teme bereitgestellt werden. Hier wird auch die Entwicklung neuer Reaktorkonzepte auf der Ba-
sis von Tragermaterialien zur Bereitstellung einer ausreichend grolen Ober#éache (z. B. Festbett,
Drehbett) sowie deren Kon"gurierung als SUS erforderlich sein. Unterschiede gibt es auch bei der



Produkternte (enzymatisch) und den nachfolgenden Aufarbeitungschritten (Zentrifugation, Zellse-
lektion, Waschen, Abfiillen, Kryokonservierung). Die Produktaufarbeitung zellbasierter Therapeuti-
ka zielt auf die Gewinnung bioaktiver Zellen, die der Patientin/dem Patienten entweder direkt via
Infusion verabreicht oder aber vorgangig kryokonserviert werden.

Doch noch fehlen GMP-taugliche Plattformlésungen mit SUB, die die ef!ziente Expansion und/oder
Differenzierung der !nalen Zellprodukte erlauben. Entwicklungspotenzial gibt es ebenfalls bei der
enzymatischen Produkternte und den nachfolgenden Aufarbeitungsschritten. Die bislang in zuge-
lassenen Prozessen verwendeten Zentrifugenréhrchen und genutzte Ausriistung stammen aus der
Aufarbeitung von Blut [Brandenberger et al. 2011]. Sie sind fir das DSP groRer Mengen Zellkultur-
briihe ungeeignet. Losungen bedarf es auch beim Abfiillprozess und seiner Automatisierung sowie
der Kryokonservierung im grof3en MaR3stab.

Dariiber scheinen neue Applikationen fiir die SUB wahrscheinlich, die (1) die Herstellung mikro-
bieller Nischenprodukte, (2) Produktionsverfahren mit Algen sowie auf (3) p"anzlichen Suspensi-
onszellen, Wurzelkulturen und mesenchymalen Geweben basierende Produkte fir den Pharma-,
Food- und Kosmetikbereich zum Ziel haben. So bietet sich infolge des geringen Energiebedarfs
und der weitgehenden Vermeidung von Reinigungs- und Sterilisationsprozessen fir SUS z.B. in
der Lebensmitteltechnologie die Mdglichkeit der Dezentralisierung von Verarbeitungsprozessen an.
Erste Konzeptstudien zum Einsatz von SUS bei einer gilinstigeren Milchverarbeitung direkt auf den
Almen sind schon erfolgt (mundliche Mitteilung D. Eisenkratzer, Hoffmann-La Roche 2011).

Herstellung mikrobieller Nischenprodukte mit SUB

Fir mikrobielle Produkte hat die SUT bisher hauptséchlich fir Screeningapplikationen im mL-Scale
Bedeutung. So werden 96er Mikroplatten, Deepwellplatten und Falcontubes fiir das Hochdurch-
satzscreening von Stammen, Konstrukten und Mutantenbibliotheken genutzt. Einer Anwendung
in groReren Maf3stdben stehen insbesondere die im Verhéltnis zu den Kultivierungskosten hohen
Kosten fur die SUS, respektive ihrer Kultivierungscontainer, entgegen. Deshalb hat sich die SUT im
Bereich der mikrobiellen Fermentation nur dort etabliert, wo Sicherheitsanforderungen einen ent-
scheidenden Vorteil bieten (z. B. bei der Produktion von Pathogenen firr inaktivierte Vakzine) oder
kleine bzw. mittlere Mengen an Hochpreisprodukten bis 250 L herzustellen sind.

Eine Beschrankung innerhalb der SUB stellt fi wie [Mikola et al. 2007] fur einen wellendurchmischten
Bioreaktor in einer Hefekultivierung zeigten fi der limitierte Sauerstoffiibergang und das Erreichen
von Hochzelldichten in mikrobiellen Prozessen dar. Doch wurden wellendurchmischte Einwegbio-
reaktoren, die urspringlich fir Kultivierungen mit tierischen Zellen konzipiert wurden, erfolgreich fur
fakultative Anaerobier (Escherichia coli, Schizosaccharomyces pombe, Erynia neoaphidis) und ihre
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Produkte (Immunmodulator, chiraler Baustein, biologisches Insektizid) [Eibl et al. 2009a] genutzt.
Jingste Untersuchungen (rekombinante Proteinproduktion mit Escherichia coli) belegen, dass
sich in ihnen ebenso wie in gertihrten Bagsystemen bei Einsatz von optimierten Feedingstrategien
Hochzelldichten und maximale optische Dichten (OD,,) zwischen 67 (Trockengewicht von 25.5
g L?) und 141 (Trockengewicht von 47 g L) erreichen lassen [Glazyrina et al., 2010, mundliche
Mitteilung G. Greller, Sartorius Stedim Biotech 2011]. Andererseits kann der Anwender heute auf
speziell fur Mikroorgansimenkultivierungen designte SUB wie den CELL-tainer (wellendurchmisch-
ter Bagbioreaktor) oder die mikrobielle Version des gertihrten SUB von Xcellerex zurlickgreifen,
in dem ODts von 370 (Biotrockenmasse 125 g/l) erreicht werden konnen [Galliher et al. 2011].
Verglichen mit der tierischen Zellkultur spielen Applikationen mit SUB im mikrobiellen Bereich heute
jedoch noch eine untergeordnete Rolle. Da sich mit geringem Aufwand eine gro!e Anzahl paralleler
Kultivierungen mit SUB schnell realisieren lassen, empfehlen sie sich ebenfalls fir die Kultivierung
langsam wachsender Mikroorganismen (z. B. Streptomyzeten fir die Produktion von Antibiotika
und anderer Sekundarstoffe) und die Produktion von Plasmiden zur transienten Genexpression in
Zellkulturen. Im letzten Fall werden mehrere mg L* Plasmid benétigt und die Zahl der Konstrukte
wie auch der benétigten Produktmenge ist normalerweise hoch. Es ist anzunehmen, dass mit der
Verfugbarkeit von geeigneten Fertigmedien, die die einfache Handhabung der SUB unterstutzt, so-
wie weiteren mikrobiellen Versionen von SUB [Glaser 2011] die Bedeutung der SUS im mikrobiellen
Bereich zukiinftig zunehmen wird.

Produktionsverfahren mit Algen und SUB

Direkt anwendbar sind die géngigen SUB fur die Kultivierung heterotropher Algen zur Produktion
von Sekundérstoffen und Fettséuren. In einer Machbarkeitsstudie an der Technischen Universitéat
Berlin wurde am Beispiel eines heterotrophen Dino'agellaten gezeigt, dass disposable Systeme
zur Entwicklung von Hochzelldichteprozessen vorteilhaft sind. In diesem Fall wurde ein Scale-up
von 24er Deepwellplatten, Uber Ultrayield-Flaschen, sowie die Kultivierung im CELL-tainer und
SBX-200 erfolgreich durchgefuhrt. Die Etablierung der disposablen Systeme brachte entscheiden-
de Vorteile im Hinblick auf eine schnelle Prozessentwicklung [mindliche Mitteilung, P. Neubauer,
TU Berlin 2011]. Ein wichtiger Aspekt in diesem Zusammenhang ist die Abhangigkeit mariner Mik-
roorganismen von einer hohen Salzkonzentration, insbesondere von Chloridionen. Standardstahl-
reaktoren korrodieren unter diesen Bedingungen, die realisierten Spezialbeschichtungen sind teuer
und in gertihrten Systemen nur mit sehr hohem Aufwand umsetzbar.

Die jungsten Entwicklungen auf dem Gebiet der Leuchtdioden eréffnen fur SUB und phototrophe
Kulturen neue Perspektiven. Sartorius Stedim Biotech und Applikon haben die dritte Generati-
on wellendurchmischter SUB entwickelt, die optional mit LED-Beleuchtung ausgeristet sind. In
wellendurchmischten Bioreaktoren der zweiten Generation wurden in der Vergangenheit bereits
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Mikroalgen und Makroalgenzellkulturen an der Fachhochschule Anhalt kultiviert. Erwéhnt werden
sollen auch die Niedrigpreis-Single-Use-Folienbioreaktoren wie der Novagreen Bioreaktor (www.
novagreen-microalgae.com) und der Vertigro Algenbioreaktor (www.valcent.net) fur Gewéachshéu-
ser, die fur Mikrolagen (Chlorella, Spirulina, Nannochloropsis, Scenedesmus, Chlamydomonas)
verwendet werden.

SUB fur die Herstellung von auf p anzlichen Zell- und Gewebekulturen basierenden Produk-
ten fur den Pharma-, Food- und Kosmetikbereich

Planzen bzw. deren Zell-(Suspensionskulturen) und Gewebekulturen (Wurzelkulturen wie Hairy
Roots, "lamentdses sowie meristematisches Gewebe und Embryokulturen) gelten als potente Pro-
duktionsorganismen fur Nischenprodukte im Pharma-, Food- und Kosmetikbereich. Es handelt sich
dabei vor allem um Sekundarmetabolite und Glykoproteine. Seit Mitte der 1990er Jahre werden be-
reits SUB fiir die genannten Produktexpressionen eingesetzt [Eibl et al. 2011b]. Inzwischen greifen
die Anwender auf wellendurchmischte [Eibl et al. 2006, Werner et al. 2010] und gerihrte Systeme
[Eibl et al. 2011b], pneumatisch angetriebene Blasenséaulen [Curtis 2004, Ziv 2005, Shaaltiel et al.
2007, Terrier et al. 2007], Reaktoren mit vertikal oszillierenden, perforierten Scheiben [Reichert
2011], Bettbioreaktoren [Sivakumar et al. 2010] und hybride Systeme [Ducos et al. 2009] bis ma-
ximal 400 L Kulturvolumen zuriick (vergleiche Tabelle 6). Vor allem fiir den Food- und Kosmetik-
bereich wird Planzenzell- und Gewebekulturen eine zunehmende Bedeutung als Produktionsor-
ganismen prognostiziert. Was momentan fehlt, sind speziell auf die Kulturbedurfnisse angepasste
Bags, die auch das gewiinschte Wachstum und eine homogene Produktion in nicht-Newtonschen
Kulturbriihen bzw. Geweben bei Beibehaltung ihrer Integritat sicherstellen. Da fiir die zuletzt ge-
nannten Prozesse in der Regel keine GMP-Anforderungen gelten, stellt sich prinzipiell die Frage
nach giinstigeren Bags fir solche Applikationen.
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