
Культивация и распространение мезенхимальных стволовых 

клеток человека в биореакторах приливного типа

ВВЕДЕНИЕ
Мезенхимальные стволовые клетки человека (МСК) получили большой медицинский интерес в

качестве нового варианта лечения и стимулировали развитие новой эпохи в регенеративной

медицине. Однако обычное культивирование на пластиковых чашках и суспензиях затруднительно

при увеличении производства МСК для клинических применений. Чтобы решить эти проблемы,

Esco Aster использовала биореакторы приливного типа Tide Motion для разработки

масштабируемой операции биопроцесса для производства МСК в соответствии с надлежащей

производственной практикой (GMP). Человеческие МСК, полученные от здоровых доноров, были

выращены в обычных 2D-адгезивных культурах в несколько проходов перед посевом в

макроносители (BioNOC ™ II) в бутылке CelCradle™. Клетки выращивали в определенных

химических средах и достигали эффективности извлечения более 90%, при этом клеточная

активность превышала 85% через 5-7 дней в культуре. В соответствии с требованиями

Международного общества клеточной терапии (ISCT) критерии контроля качества и

высвобождения МСК, характеризующиеся их поверхностными маркерами и мультипотентностью

(адипогенная, остеогенная и хондрогенная дифференциации), обеспечили более 95% МСК в

культуре. Важно отметить, что МСК, культивируемые на BioNOC ™ II, демонстрируют сходные

характеристики in vivo с секретами белков внеклеточных матриц (ВКМ) и фибробластических

морфологических изменений. Наш текущий процесс является надежным, т.к. опирается на

стандартные инструменты для биообработки на большинстве производственных мощностей по

контрактам. Благодаря мониторингу и оптимизации ключевых параметров процесса, таких как

уровень pH, уровень потребления глюкозы, мы можем легко перевести производство с

лабораторного уровня до академических / промышленных исследований и разработок в масштаб

пилотного производства, клинических испытаний и коммерческого производства.
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Зеленый: диацетат флуоресцеина (цитоплазма - живые клетки), синий: Hoechst 33342 (ядро - все клетки), красный: иодид пропидия (ядро - мертвые клетки)
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Высокий уровень слияния МСК в BioNOC™ II

Фактор / атрибут Производительность МСК

Прикрепление 

клеток

Высокая эффективность посева >90%

Покрытие фибронектином свободной от сыворотки среды 

(подходит для производства по GMP)

Рост и контроль 

клеток

Простота визуализации клеток на матрице через краситель

Слияние достигается на 5-8 день

Контроль и мониторинг параметров процесса

Сбор клеток
>90% клеток собирается с помощью подходящих ферментов 

Esco Aster

Выделение ВКМ
Наблюдаются фибронектин и коллаген

Более уместна для условий in vivo с 3D-ростом

Качество клеток

Стволовость и дифференциация трилинии МСК сохранены

Жизнеспособность собранных клеток > 90%, со здоровыми 

клетками, полученными в результате

С помощью CelCradleTМ возможно получить ~ 10 раз больше МСК

В настоящее время посеяв 2-3e7 клеток на CelCradleTM можно получить 2e8 клеток

Проектируется получение 4e9 клеток в биореакторе TideCell® на 2 л и 9e11 клеток в биореакторе TideCell® на 300 л*

* Конечная плотность сильно зависит от возраста и источника стволовых клеток, а также типа используемой среды

2D колба 3D BioNOC™ II

Морфология клеток Многогранные

Веретенообразные, 

похоже на 

фибропласт

Плотность клеток
2,5 миллиона / колба 

Т75

2е8 клеток / 

CelCradle™

Используемая среда 15 мл 500 мл

Кол-во клеток : 

используемой среды
166000 клеток : 1 мл 400000 клеток : 1 мл

Чтобы получить 2е8 

клеток

80 колб Т75 с 1200 

мл среды

1 CelCradleTМ с 500 

мл среды

% клеток, сохраняющих 

стволовость
79% 98%

Сравнение 2D и 3D культивирования CL-МСК @ P6

Сбор фибрильных сетей ВКМ на 3D BioNOCTM II

Черная стрелка указывает на ВКМ в CL-МСК, культивированных в течение 4 дней в 

BioNOCTM II - окрашивание коллагеновых волокон с помощью красного picro sirius

50 µm

Образование ВКМ

ВКМ-фибронектин, 

полученный с 

помощью МСК

Сетевое выравнивание 
фибронектина, наблюдаемое в 
МСК-клетках, появляется в 
однонаправленном 
выравнивании

Белые стрелки указывают 
на фибриллы 
внеклеточноых матриц 
(ВКМ) фибронектина

Hoechst 33342 Фибронектин Слияние

50 мкм

Multipotency

КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА И КРИТЕРИИ РЕЛИЗА

Сбор клеток
Энзимы AccumaxTM Коллагеназы TrypLETM Express Трипсин

Смесь энзимов 

Esco Aster

Сбор (%) 87 68.3 78.3 56.3 91.8

Жизне-

способность

(%)

95.6 73.2 95.8 88.9 93.5

Идентичность клеток

PE CD45, PE CD34, PE CD11b, PE 
CD19 и PE HLA-DR с контролем 

изотипа

CL-МСК, собранные с BioNOC II при P7

98.5% МСК сохраняют стабильность в 3D носителе BioNOC II

FITC CD90 с контролем изотипа APC CD73 с контролем изотипаPerCP-Cy™5.5 CD105 с контролем изотипа

ТрипсинTrypLE ExpressAccumax Коллагеназы

Accumax Коллагеназы TrypLE Express Трипсин 2D культура

200 мкм

200 мкм

Смесь энзимов Esco Aster
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 Одноразовый биореактор с неподвижным слоем и легкой 
масштабируемостью от настольного до промышленного 
производства

 Упрощенная работа с клетками
 Выращивание МСК в соответствии с требованиями GMP

Более подробная информация на  http://www.vaccixcell.com или 
http://www.escoaster.com.
Для получения справок свяжитесь с Esco Vaccixcell (Оборудование для 
биопроцессов): mail@vaccixcell.com или Esco Aster (GMP CDMO): 
mail@escoaster.com

© 2018 Esco Aster Pte Ltd. Все права защищены.
Все товарные знаки являются собственностью Esco, если не указано 
иное.

Услуги по организации производств Esco Aster и биореакторы приливного типа

Переход в аллогенное производство

2D посев в Т-

образные 

колбы

3D выращивание на 

носителе BioNOCTM II в 

биореакторе CelCradleTM

Крупномасштабное производство 

в биореакторе TideCell® (2 л  -

300 л)

Для аутологичного 

производства

Закрытая, автоматизированная 
система улавливания клеток 
TideCell®

РАЗРАБОТКА ПРОЦЕССА

Покрытие носителй 

и посев клеток

2 – 3 ч
Сбор

(5 - 7 дней)

O2

AerationNutrition

O2

CO2

CO2

Выращивание и мониторинг клеток

~1 ч

Экспериментальный ход работыИспользованные материалы:

• P6 Cord-Lining МСК (CL-MSC), 

произведенные компанией 

CellResearch Corp, Сингапур

• Базальная среда для МСК 

NutriStem® XF со средой для 

МСК NutriStem® XF 

Supplement Mix (Biological 

Industries, Израиль

• Биореактор CelCradleTM 500A 

(VacciXcell, Сингапур)

* Эффективность сбора зависит от различных типов стволовых клеток и используемой смеси энзимов

CD73+ CD105+

CD73+ CD90+

CD34- CD45- HLA-DR-

Биореакторы CelcradleTM и Tidecelll® могут 
быть интегрированы в изоляторы для 

производства клеток

Система 

мониторинга уровня 

глюкозы GlucCell® 

(VacciXcell)

Обратный 

посев

Вертикальн

ый посев

Допустимый уровень

Обратный посев

Вертикальный посевКол-во глюкозы в среде (вертикальный)
Кол-во глюкозы в среде (обратный)
Кол-во потребленной глюкозы (вертикальный)
Кол-во потребленной глюкозы (обратный)

Название Статистика Клетки


