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COSECHA CELULAR SIN CENTRIFUGACION

La industria biofarmacéutica utiliza cada vez mds sistemas de expresion de células de mamiferos
para suministrar anticuerpos monaoclonales y otras proteinas terapéuticas. Los voltimenes pueden
variar desde unos pocos mL en fase de I+D hasta miles de litros en produccion, con densidades

celulares de hasta 15 millones de células/mL.

Departamento técnico-comercial de Gesfilter

A ESTAS ALTAS DENSIDADES, LA CLARIFICA-
CION DEL CULTIVO CELULAR para su posterior pro-
cesamiento requiere infraestructuras por equipamiento
y consumibles con un elevado caste. Nos encontramaos
ante un enorme reto, e incluso mds aun a escala de labo-
ratorio, ya que los cienti-
ficos gue participan en la
seleccidn de la linea celu-
lar, desarrollo de medios
de cultivo, estrategias
de nutricién y optimiza-
cién del proceso nece-
sitan procesar un gran
numero de cultivos celu-
lares provenientes de
multiples biorreactores.

La centrifugacién o
el uso de pequerios dis-
positivos de filtracion de
profundidad para la clarificacién primaria sequida de
una filtracién esterilizante de O,2 pm para la clarificacidn
secundaria es un proceso lento y complicado. Mostramos
en este articulo el funcionamiento de unos innovadores
filtros de laboratorio con una amplia superficie filtrante
que trabajan al vacio. Proporcionan asi una alternativa
répiday facil para el procesamiento paralelo de multiples
cultivos celulares.

INTRODUCCION

Los sistemas de expresidn celular de mamiferos pro-
porcionan proteinas recombinantes Y anticuerpos
monoclonales extracelulares de alto valor. La escala de
estos sistemas puede variar desde unos pocos mL en
micro-hiorreactores/agitadores a unos pocos litros en
pequerios biorreactores, hasta alcanzar miles de litros

La centrifugacion es un
procesao lento y complicado’

en grandes hiorreactores. Las células de mamiferos son
recolectadas y procesadas para obtener la proteina puri-
ficada de interés. El cultivo celular contiene células ente-
ras, restos de células muertas y un amplio abanico de
proteinas resultantes de la actividad celular. Las células
enteras y los restos celu-
lares (fragmentos de
células, orgdnulos celu-
lares, coloides, lipidos)
deben ser eliminados
antes de la purificacién
de proteinas aguas ahajo
(downstream). Esto pro-
tege las etapas costosas
y altamente sensihles
del proceso downstream
tales como diafiltracién,
ultrafiltracion y cromato-
graffa de proteinas.

La clarificacién de los cultivos celulares implica una
clarificacién primaria para eliminar células enteras y
restos de células grandes, sequida de una clarificacién
secundaria para eliminar las particulas mds finas que
pueden hloguear los costosos sistemas de cromatografia.

CLARIFICACION DE LOS CULTIVOS DE CELULAS
EN EL LABORATORIO: ESCENARIO ACTUAL 'Y
PROBLEMAS

La clarificacién a escala de lahoratario de los cultivas celu-
lares es cada vez mas dificil ya que las técnicas de clari-
ficacidn estdndar tales como centrifugacidn, filtracién de
flujo tangencial (TFF) y la filtracién de profundidad no son
facilmente adaptables a pequenos/micro hiorreactores,
que requieren el procesamiento multiple de pequenos
volumenes de cultivos celulares, normalmente entre 50



) =

Asymmetric
PES Membrane

AAERARRAR

W)l

Figura 1.

mLylL La centrifugacién puede danar las sensibles célu-
las de mamifero y no s@lo liberar proteinas intracelulares
indeseahles y ADN en el caldo de cultivo, sino también par-
ticulas submicrdnicas dificiles de eliminar.

Los sistemas de Filtracién de Flujo Tangencial requie-
ren de un largo tiempo de preparacidn Y son excesiva-
mente caros para los volimenes con los que se trabaja
a escala de labaratario. Por otra parte, 1os filtros de pro-
fundidad requieren la monitorizacién del diferencial de
presion y a veces permiten el paso de restos celulares y
otras particulas finas gue tienden a colmatar los filtros
de grado esterilizante 0,2 pm aguas ahajo. Ademads, estos
requieren enjuagarse antes del uso para eliminar 1os
extractahles inherentes en ellos dehido a su matriz celu-
lésica con coadyuvantes de filtracidn inorgdnicos tales
como tierra de diatomeas o perlita.

Ademas de las limitaciones anteriores, todos los pasos
mencionados también requieren de clarificacién secun-
daria downstream para retener los contaminantes mas
finos. Esto implica filtros de profundidad con alta eficien-
cia de retencidn en serie seguidos de una filtracidn final
con una membrana, resultado, un proceso engorrosg
de varios pasos que incluye hombas, tuhos, conexiones
multiples y recipientes de recoleccidn, que reguieren una
gran cantidad de manipulacién y un tiempo de proceso
prolongada.

Estos problemas exigen un método mas rapido, renta-
ble y fiahle para las clarificaciones primaria y secundaria
en el lahoratorig, especialmente de los cultivos celulares
que van desde unos pocos mL hasta 1 L.

SOLUCION

Se han desarrollado dispositivos de filtracién al vacio
multicapa, miniaturizados y altamente eficientes para el
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Figura 2.

procesamiento en paralelo de muiltiples cultivos de célu-
las provenientes de microhiorreactores. Estos estan dise-
nados para ofrecer clarificacion primaria y secundaria de
hasta 50 mL de cultivo de células de mamifero en cues-
tién de minutos. Estos dispositivos alojan un filtro de car-
tucho plisado de gran superficie filtrante integrado en el
embudo que encaja en el cuello del tubo receptor para la
clarificacién de cultivos con alta densidad celular.

DISENO DEL ESTUDIO Y OBJETIVO

Para estahlecer la eficacia de los filtros de vacio de gran
superficie y pequeno volumen para clarificacién de culti-
vos celulares a escala de lahoratorio.
1. Se realizaron estudios de clarificacién de cultivos
celulares con:

a. Dispositivos filtrantes:

- Embudo mini recolector con 60 cm? de super-
ficie filtrante efectiva (EFA), multicapa de gran
superficie y pequeno volumen para filtracién al
vacio.

~  Mini filtros de vacio 0,2 pm con 100 cm? EFA
para clarificacién secundaria

Los dispositivos anteriores estan validados para nive-
les de Endotoxina Bacteriana de <0.25 EU/mL sin cam-
bios en pH y conductividad.

b. Recoleccidn de células CHO de alta densidad
celular y haja viabilidad con el fin de garantizar
un alto perfil de contaminacién de células ente-
ras, restos celulares, organulos, lipidos y coloides.

2. Los resultados se compararon con la centrifuga-
cién utilizada para la clarificacién primaria, con
respecto al tiempo de preparacion, tiempo de pro-
cesa y concentracidn de proteina en el recolectado
centrifugado/filtrado.
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3. Se llevaron a caho estudios a escala de hasta 1 L de
cultivos celulares con dispositivos de filtracién al
vacio con mayor superficie filtrante.

RESULTADOS OBTENIDOS

CLARIFICACION DE LA COSECHA DE CELULAS
HASTA 1L

Se utilizaron filtros de vacio con una gran superficie fil-
trante efectiva para la clarificacién de cultivos de célu-
las de rinén embrionario humano (HEK) y de ovario de
hdmster chino (CHO).

Los datos ohtenidos se muestran en la figura 5.

El Cultivo celular HEK se filtrd a través del Harvester
funnel (400 cm? EFA) en 2 minutos y el de células de
CHO en 4 minutos.

El filtrado del cultivo de células HEK fue bastante
claro. Sin embargo, se ohservaron restos celulares
en el cultivo de células CHO después de filtrar 600
ml.

Hurvester Funnel: Clarificacién primaria

Se filtraron 1000 mL del cultivo celular HEK (después
de la clarificacién primaria) con el dispositivo AseptiVac
KS 0.2 pm en un tiempo de sclo 2 minutos, Y por otro
lado se filtraron 700 mL de células de CHO en 9 minutas.
AseptiVac KS 0.2 pm: Clarificacidn secundaria

La diferencia en el tiempo de filtracidn se dehid a las
diferencias en la carga de contaminante de los dos cul-
tivos celular. El cultivo de células HEK con mayor via-
hilidad celular (90%) tenfa menos restos celulares en
comparacion con el cultivo de células CHO con un 80%
de viahilidad celular.

CONCLUSION

1. Los mini dispositivos de filtracidn al vacio mues-
tran una reduccién importante en el tiempo de pro-
ceso sohre la centrifugacién sin ningun impacto en
la concentracidn de la proteina de interés.

2. Se ha demostrado un fécil escalado de la clarificacién
sin centrifugacién hasta llegar a 1 L de cultivo celular
con los Harvester Funnelsy AseptiVac KS 0.2 pm @



