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INTRODUCTION

As celulas-tronco mesenquimais humanas (CTMs) receberam grande interesse médico como uma
nova opcao de tratamento e estimularam uma nova era na medicina regenerativa. No entanto, o
cultivo convencional em vasos de plastico e em suspensodes dificulta o0 aumento da producao de
MSCs para aplicacdes clinicas. Para superar esses desafios, a Esco Aster aproveitou 0s
biorreatores da Tide Motion (movimento da mare) para desenvolver uma operacao de bioprocesso
escalavel para a producdo de MCSs em Boas Praticas de abricacdo (BPF). processo compativel.
MSCs humanas isoladas de doadores saudaveis foram expandidas em culturas aderentes 2D
convencionais por algumas passagens antes de serem semeadas em macrocarreadores (BioNOC
™ 1) em um Garrafa CelCradle ™. As células foram cultivadas em meios quimicamente definidos e
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PROCESS DEVELOPMENT

Sistema de Colheita das Células
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Transferindo para producdo halogénica

foram obtidas eficiéncias de colheita de mais de 90%, com viabilidades celulares superiores a 85%
apos 5-7 dias em cultivo. De acordo com a Sociedade Internacional para Terapia Celular (ISCT), os
criterios de controle e liberacao de qualidade para MSCs caracterizados por seus marcadores de
superficie e multipoténcia (diferenciacbes adipogénicas, osteogénicas e condrogénicas)
asseguraram mais de 95% das MSCs em cultivo. E importante ressaltar que as MSCs cultivadas no
BioNOC ™ || apresentaram caracteristicas in vivo semelhantes, com secrecdes de proteinas
extracelulares da matriz (ECM) e alteracdes morfologicas fibroblasticas. Nosso processo atual €
robusto, contando com ferramentas de bioprocessamento padrao na maioria das instalacoes de
fabricacao sob contrato (CMQOs). Através do monitoramento e otimizacao dos principais parametros
do processo, como pH, taxas de consumo de glicose, pretendemos transferir facilmente a producao
em escala laboratorial de P & D académico / industrial em escala de bancada / escala piloto de
ensaios clinicos e producao comercial.

Materiais Usados Fluxo de Trabalho do Experimento

Corda-forro MSCs (CL-MSC)
generosamente fornecida pela
CellResearchCorp de Singapura

MSC NutriStem®XF Basal Medium
suplementada com MSC
NutriStem® XF Suplemento Misto
(Industrias Biologicas, Israel)

CelCradle™ 500A (VacciXcell,
Singapore)

Revestimento dos Carregadores
+ semeacao das células

2—-3 hrs

Crescimento e Monitoracéo das Células
(5 — 7 days)

Aeration

Nutrition
w Celcradle™ e biorreator TideCell™ pode

ser integrado com isoladores de
processamento celular

RESULTADOS

[ MONITORACAO E EXPANCAOS DAS MSCs NO CELCRADL

g™ |

Phase

Nucleus

DIA 3

DIA 2

Live cells Dead cells

Verde: Diacetato fluorescente (citoplasma-células vivas); Azul: Hoechst 33342 (nucleos-todas as celulas); Vermelho: lodo propidio (nucleos- células
mortas)

Alta Confluéncias de MSCs en BioNoc™|| Crescimento Celular no CelCradle
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Fibril na BioNoc™ 3D
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Setas Negras apontam para ECM en CL-MSCa cultivada por 4 dias no BioNoc ™|
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Enzimas Accumax Collagenase TrypLE ™ Express Trypsin Mistura de Enzimas
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[CONTROLE DE QUALIDADE E CRITERIO DE SOLTURA}

Identidade Celular Multipoténcia

2.0K 7]

escala industrial

1.5K 7]

Count
Count
Count

1.0K 7]

Adipogenic

> Biorreator de Uso unico com cama-fixa, de facil transferéncia de banco para

» Operacoes de carregamento de muda simplificado
» Processo de expansdo de MSCs em concordancia para Boas Praticas de
Fabricacao Atual (Current Good Manufacturing Practices- cGMP)

Trypsin 2D culture

TrypLE Express

Accumax Collagenase

Eficiéncia de coleta varia para diferentes tipos de células-tronco e cocktail de enzimas usadas

CONCLUSAO

Comparacao de Cultivos 2D vs 3D para CL-MSCs @P6

3D BioNOC™ 1|

Spindle shaped,
fibroblastic like

2D Culture Flask

Morfologia Celular Polyhedral

500 T

Fator/Atributo

Densidade Celular 2.5 million / T75 flask | 2e8 cells / CelCradle™

Desempenho das MSCs

3 4
10 10 10

FITC CD90 Com controle is6topo

5

3 3
-10 [u] 10 10 10

APC CD73 Com controle
isdtopo

4
10

PerCP-CyT""S.S CD105 Com controle

10 o 10 10

Agarramento
Celular

is6topo

producao cGMP

Alta eficiéncia de semeacgao >90%
Revestimento de Fibra de nectina para meios sem sérum (adequado pra

Uso De Meios 15 ml 500 ml

NUmero Celular: uso

166,000 cells : 1 ml 400,000 cells : 1ml

)

Chrondrogenic

de meios
. , : -' Facil visualizacao das células em matrix atraves das manchas
q CL-MSCs harvested from BloNOC [l at P7 Crescimento Celular | tingidas - Para obter 2e8 80 T75 flasks with 1 CelCradle™ with
o oo __Dlame Statislic )| Foells e Monitoragao Confluéncia alcancada no dia 5-8 células 1200 ml media 500 ml media
5 ) w» Specimen_001_sample_001 fcs 100000 ) N R
o - & P1 B2 BEI0T Controle e monitoracao dos parametros do processo % de retenc&o sem . .
1 '?@%Dg;gfgg’m& ggg ggg;s Coleta Celular >90% das ceélulas colhidas com enzimas patenteados Esco Aster troncos 9% 98%
1.0K ] I ] . .
ﬁ.wi..&a—P....,—-mﬁ e iy Secrecao ECM Fibranectina e colagenos observados MSCs sao capazes de alcancar ~10 vezes expansao de dobras no CelCradle™

4

98.5% de retencédo de trocos de MSCs no BioNoc™ 3D

-10 o 10 10 10

Mais relevante para condi¢6es in vitro com crescimento 3D

PE CD45, PE CD34, PE
CD11b,
PE CD19 and PE HLA-DR
Com controle is6topo

Osteogenic

Qualidade da

Célula Viabilidade de

da coleta.

Sem tronco e trilineagem diferenciacao de MSCs preservada

*Atualmente semeando entre 2-3e7 células por CelCradle™ para obter 2e8 células
Projetado para obter 4e9 células en 2L TideCell® e 9e12 células em 300L TideCell®
*Densidade final podera varia de acordo com a idades, fonte da célula tronco e tipo de
meio usado

coleta >90%, com células saudaveis obtidas depois

Find out more at http://www.vaccixcell.com or http://www.escoaster.com
For enquiries, contact Esco Vaccixcell (Bioprocessing Tools):
mail@vaccixcell.com or Esco Aster (cGMP CDMO): mail@escoaster.com
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