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EINFUHRUNG PROZESSENTWICKLUNG

Menschliche mesenchymale Stammzellen (MSCs) haben grol3es medizinisches Interesse als neue Geschlossenes, automatisiertes
Behandlungsoption erhalten und ein neues Zeitalter in der regenerativen Medizin angestof3en. - f Sroforoduktion im TideCell® (2L - Tidecell* Zellernte-Syster
Allerdings ist es bei der konventionellen Kultivierung an Kunststoffprodukten und in Suspensionen SIONOC™ Il Triger im 300L) Bioreaktor | :
schwierig, die Produktion von MSCs fur Kklinische Anwendungen zu erh6hen. Um diese CelCradle™ Bioreaktor E¢co g
Herausforderungen zu meistern, hat Esco Aster Tide Motion Bioreaktoren wirksam eingesetzt, um 2D-Inokulation = %ﬁ}@
ein skalierbares Bioprozess-Verfahren flr die Produktion von MCSs in einem cGMP-konformen auf LKolbey T e @ 2
Prozess (Current Good Manufacturing Practices) zu entwickeln. Menschliche MSCs, die von ’ 0

e e
gesunden Spendern isoliert wurden, wurden in konventionellen 2D-adharenten Kulturen fur einige C;%“
Passagen expandiert, bevor sie in Makrotragern (BioNOC ™ 1) in einer CelCradle ™ -Flasche I
ausgesat wurden. Die Zellen wurden in chemisch definierten Medien gezlchtet, und Fir die autologe Produktion Einzug in die allogene Produktion
Ernteeffizienzen von mehr als 90% erreicht, mit einer Lebensfahigkeit der Zellen von mehr als 85 %

nach 5-7 Tagen in der Kultur. In Ubereinstimmung mit der Internationalen Gesellschaft fir Zellulare Verwendete Materialien Experimenteller Arbeitsablauf |

Therapie (International Society for Cellular Therapy - ISCT) gewahrleisteten Qualitatskontroll- und + P6 Cord-Lining MSCs (CL-MSC) Beschichtung von Tragem + __

Freigabekriterien fir MSCs, gekennzeichnet durch ihre Oberflachenmarker und Multipotenz groRziigig von CellResearch Corp, A58 07 2e/en cliehten “?Sft;e;vgge” der elen E”"eﬂ

(adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung), mehr als 95% der MSCs in der Kultur. Singapur zur Verfugung gestellt

: L : : . .. : : : e MSC NutriStem® XF Basalmedium

Wichtig ist, dass MSCs, die auf dem BioNOC ™ || kultiviert wurden, ahnliche In-vivo-Eigenschaften erginzt mit MSC NutriStem® XF

aufwiesen, mit Sekretionen von Proteinen der extrazellularen Matrix (ECM) und fibroblastischen Supplement Mix (Biological

morphologischen Veranderungen. Unser derzeitiger Prozess ist robust und basiert auf Standard- . g‘eﬁgf;:;fesw'ssrgg'/l Waccixcell

Bioprozesstechnik-Tools in den meisten Auftragsfertigungsbetrieben (Contract manufacturing Singapur) ’

facilities - CMOs). Durch die Uberwachung und Optimierung wichtiger Prozessparameter, wie z. B. I

pH-Wert, Glukoseverbrauchsraten, ist es unser Ziel, die Produktion im Labormaldstab von

akademischer / industrieller Forschung und Entwicklung in den Labormalistab / Pilotmaldstab flr % CelcradleTM- und Tidecell®-Bioreaktoren
kénnen in Isolatoren fur die Zellverarbeitung

klinische Versuche und kommerzielle Produktionen zu Ubertragen .

integriert werden

ERGEBNISSE

'UBERWACHUNG DER ERWEITERUNG DER MSCs IN CELCRADLE™ | {ECM FORMATION }

Tag 1 g2  Tag3 Zellkern Phase | Zusammensetzung auf ECM Fibrillen-Strukturen auf 3D BioNOC ™|
" 3 ' v : G ,. :‘. r I ‘ A * ' . ‘: :;.- *
s ’ TR

Vermischt

NS AN LN

: ..:; Schwarzer Pfeil zeigt auf ECM in CL-MSCs, die 4 Tage lang in BioNOC™ Il

P e a o : kultiviert wurden - Farbung von Kollagenfasern mit Picrosirius-Rot

Tag 4 Lebende Zellen Tote Zellen

Hoechst 33342 Fibronektin Vermischt
Grun: Fluoreszeindiacetat (Zytoplasma - lebende Zellen), Blau: Hoechst 33342 (Zellkern - alle Zellen), Rot: Propidiumiodid (Zellkern - tote Zellen)
] ] ™ —5.3 Von MSCs
Hohe MSCs Konfluenz in BioNOC™ Il Zellwachstum in CelCradle™ sekretiertes ECM-
Fibronektin

2.50E+08 -

Die Strukturausrichtung von
Fibronektin, die in MSCs - Zellen
beobachtet wird, erscheint in
unidirektionaler Ausrichtung

Tag 4

2.00E+08 -

Erreichen von 2e8 Zellen

1.50E+08 -

Weilde Pfeile deuten auf
Fibrillen der extrazellularer

1.00E+08 - Matrix (ECM) Fibronektin.

Zellenzahl

Inverses

5.00E+07 - _s Aussaen

v B
M RV
N N
A "
Gerades
Ausséen

Bei hoher Konfluenz kénnen Zellen aus dem Rand herausragen 0.00E+00 . | | | | JELTU"'E | | | i { Z E L L E R N T E J

- ein Indikator fir ein maximales Wachstum der Zellen 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tage nach der Aussaat -~ -~ . Esco Aster
Enzyme Accumax Kollagenase TrypLE ™ Express Trypsin T
Glukoseverbrauch - Ernte (%) 87 68.3 78.3 56.3 91.8
Vedionecheol Medienwechsel pH Uberwachung e 95.6 73.2 95.8 88.9 93.5
7.8
Halber c
45 - l Medienwechsel l 7.7 g
L]
4 ‘ GlucCell® 76 - =
3.5 Glukoseuber- —e |nverses Aussaen c
- wachungssystem 7.5 1 o
& 3 (VacciXcell) . —e Gerades Aussaen < :
é 25 - . Glukdsewert ih Medien .(al‘Jfrech.t)» o 7.4 A Akzeptabler Bereich Accumax Kollagenase TrypLE Express Trypsin Esco Aster Enzymmix
¢ 2 4 - Glukosewertin Medien (umgekehrt) 7.3 A c . % " = o
2 15 1 = Glukose konsumiert (aufrecht) % o
g ' —— Glukose konsumiert (umgekehrt) 7.2 A E Q
1 ' ' el
7.1 - g o
0.5 o Q
0 . 7 T T T T T T T T 1 O £ : 5 g \\
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Accumax Kollagenase TrypLE Express Trypsin 2D Kultur
Tage Tage

* Die Ernteeffizienz variiert je nach Stammzellentyp und verwendeten Enzymcocktail

[QUALITATSKONTROLLE UND FREIGAB EKRITERIEN}

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Zellidentitat Multipotenz .
P o » Einmalgebrauch-Festbett-Bioreaktor, mit einfacher Ubersetzung Vergleich von 2D vs. 3D Kulturen fiir CL-MSCs @ P6
R : ' = vom Labor- zum industriellen Maf3stab -0 Kalturkolh B —
T | ] I . . . 10
P 1o » Vereinfachte Seed-Train-Operationen yiturko’ben
g ] :’ ‘, o I » Erweiterung von MCS in einem cGMP-konformen Prozess (current Zellmorphologie Polyedrisch ﬁt?rlgglez;;ct)rsrzlhg
I o] Good Manufacturing Practices)
I N : : lidich 2.5 Millionen/ T75 2e8 Zellen/
1 oy Faktor / Attribut | Leistung der MSCs Zelldichte Kolben CelCradle™
/ \
0 o ) o] Iy " . e 0 )
e P P P PR P T Tty Anlagerung von Alole SENMEITEEIEZ S0% . . . o Mediennutzung 15 ml 500 ml
FITC CD90 mit Isotypenkontrolle PerCP-Cy™5.5 CD105 mit Isotypenkontrolle APC CD73 mit Isotypenkontrolle GC) Zellen Flbronektln-BeSChIChtung fur serumfreie Medien (g@@lgﬂ@t fur die
o) : -
S CGMP-Produktion) f/lzldr:gnmnmutezru.ng 166,000 Zellen: 1 ml | 400,000 Zellen: 1ml
_: CL-MSCs geerntet aus BioNOC Il bei P7 = Zellenwachstum Einfache Visualisierung de_r Zellen auf der Matrix durch Farbstoff _ .
5 und Uberwachune | Ronfluénz am Tag 5-8 erreicht Um 2e8 Zellen zu 80 T75 Kolben mit 1 CelCradle™ mit
o Mame Statistic ] #Cells & Steuerung und Uberwachung von Prozessparametern erreichen 1200 ml Media 500 ml Media
5 1 ) w» Specimen_001_sample_001 fcs 100000 90% der Zell r " - " heb htlich
° ] & P 66.2 66207 > o der Zellen wurden mit geeigneten, urheberrechtlic 0 -
20K Iy hd Zellernte % Zellen behalten die
! &5 CD73+ CD90+ 99.6 (5923 i r . : 79% 98%
el "« @ CD73+ CDI105+ 99.8  65789| geschutzten Enzymen von Esco Aster geerntet Stammzellfahigkeit
f :! \ @ CD34- CD45-HLADR- _ 985] 64787 @ ECM Sekretion Fibronektin und Kollagen beobachtet
e 08.5% der MSCs behalten ihre Stamrmzelfshigkeit in 3D BIoNOC 1| 3 Relevanter fur In-vivo-Bedingungen mit 3D-Wachstum MSCs kdnnen eine ca. 10-fache Erweiterung mit CelCradle™ erreichen
PE::‘clg'l:Eaizsnfé:i:ﬁlb' g Stammzellenfahigkeit und Trilineage-Differenzierung von MSCs Derzeit Aussaat zwischen 2-3e7 Zellen pro CelCradle™, um 2e8 Zellen zu erhalten
mit Isotypenkontrolle st der Zell erhalten Entworfen, um 4e9 Zellen in 2L TideCell* und 9e11 Zellen in 300L TideCell* zu
Qua e aereten Lebensféhigkeit der Emte> 90%’ mit gesunden Ze”en’ die * Die endglltige Dichte variiert je nach Alti:r;’?alrtmerrr]]zellenquelle und verwendetem Medientyp
nach der Ernte erhalten werden '

Erfahren Sie mehr unter http://www.vaccixcell.com oder
gliol\ﬁrizcr?s?:;egi P::\:J:ﬂ'l Cclsli FE{:cC:tso\:‘z::enr;(?fl\tte;ﬁders aneeseben http://www.escoaster.com Flr Anfragen wenden Sie sich an Esco Vaccixcell
& ’ 88 : (Bioprocessing Tools): mail@vaccixcell.com oder Esco Aster (cGMP CDMO):

mail@escoaster.com
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