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BIOFARMACOS:

Proteinas para uso terapéutico ou diagnéstico in vivo.

MATERIA PRIMA CELULA PRODUTO

Screening da
linhagem
celular/clone

Optimizacao
de meio de Producao em Biorreatores
cultura

Testar e monitorar produtividade celular

1- Viabilidade celular;

2- Ploriferacao celular;

Bioprocessing
workflow

PURIFICACAO

3- Estado fisioldgico da cultura celular;

4- Andlise simultanea
de parametros
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Definicao:

CITO METRIA° DE FLUXO
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Poderosa ferramenta utilizada na caracterizacao e analise de

céIuIas, além de suas organelas e subprodutos.

Evidenciar
Discriminar
Classificar
Segregar

Eniltecer

Adolfo Lutz
1855 - 1940

Vital Brasil

Oswaldo Cruz 1865 - 1950

1872 - 1917
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F -activated cell sorting

Fluorescence- cell sorting

‘ Fluorescence-activated sorting

Fluorescence-activated cell MakeAGIF com
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“luorescence-activated cell sorting
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~nce-activated cell sorting

Fluorescence--c: =2 cell sorting

‘ Fluorescence-activated <= !l sorting

Fluorescence-activated cell -«

Um citometro de fluxo do tipo sorter:

1- Fonte de radiacao;
2- camara de fluxo;
3- unidade de filtros dpticos;
4- foto diodos ou fotomultiplicadores;
5- unidade que processa os dados;
6- Placas de voltagem.
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Principio de detec¢cadao e caracterizacao:

MARCADORES LIGANTES ESTRUTURA CELULAR RESULTADO VERIFICAVEL
IODETO DE PROPIDEO BASES NUCLEGT(DICAS DNA INTEGRIDADE DE MEMBRANA
LARANJA DE TIAZOL BASES NUCLEOTIDICAS DNA/RNA DIFERENCIA CELULAS DE “DEBRIS”

ANEXINA-V FOSFATIDILSERINA
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Principio de deteccao e caracterizacao: viabilidade e apoptose
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Principio de deteccao e caracterizacao: viabilidade e apoptose
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Principio de deteccao e caracterizacao: viabilidade
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Principio de deteccao e caracterizacao: Apoptose e ciclo celular
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Principio de detec¢cao e caracterizagcadao: Apoptose e ciclo celular
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DETECTAR E CARACTERIZAR

a. Células/produtos em processos fermentativos; (Art. 1)
b. Produtividade celular e selecao de clones; (Art. 2)

c. Microrganismos para controle microbiolégico e liberacao de produtos.
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a. Células/produtos em processos fermentativos:

Cytotechnology (2016) 68:399-408 T B
DOI 10.1007/s10616-014-9791-3 CrossMark

ORIGINAL RESEARCH

Online flow cytometry for monitoring apoptosis
in mammalian cell cultures as an application for process
analytical technology

Darrin Kuystermans - Mohd Avesh -
Mohamed Al-Rubeai
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a. Células/produtos em processos fermentativos: (continuacio)

= Apoptose é um processo comum em reatores de producdao com linhagens de célula animal;

= A apoptose afeta a quantidade e a qualidade da proteina recombinante expressa;

= A apoptose é causada por processos celulares programados, ja a necrose por processos extrincecos, condicoes
ambientais extremas, como: extresse por deplecao de nutrients, por acimulo de produto, hypoxia, sub-optimal

pH, hyper osmolaridade, etc...
= QObjetivo: Descrever uma nova abordagem para viabilizar em tempo real de “early”/”late” apoptosis e
populacdes com célula em estagio de “necrose”, em suspensao de célula CHO com processo automatizado de

prepare de amostras acoplado a um citdbmetro de fluxo.

= Protocolo de marca¢ao: Anexina—V FITCe IP
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Necrotic and Late Apoptotic Cells (%)

a. Células/produtos em processos fermentativos: (continuacio)
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Necrotic and Late Apoptotic Cells (%)

a. Células/produtos em processos fermentativos: (continuacio)
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b. Produtividade celular e selecao de clones:

Accelerated Clone Selection for Recombinant CHO Cells Using a FACS-Based
High-Throughput Screen

Christine T. DeMaria,* Victor Cairns, Cordula Schwarz, Jin Zhang, Megan Guerin,” Erin Zuena,
Scott Estes, and Kenneth P. Karey

Therapeutic Protein Expression Group, Department of Cell & Protein Therapeutics, Genzyme Corporation,
Framingham, Massachusetts 01701
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b. Produtividade celular e selecao de clones:

= A citometria de fluxo foi utilizada para detectar uma proteina “reporter” nao flourescente em estagio
prematuro, identificando clones com alta producao de proteina terapéutica.

= Objetivo: Detectar clones com alta expressao de uma populacao heterogénea de células transfectadas.

P \ ‘CD 28 Replicacédo
U DNAZEER [ g Tt pROTEINA

Transcricao

\® i / reversa . :
NG 'y Ribosome Ribosome
3 UTR

Recombinant CHO cell \ s 3 UTR + Polyh

5 Cap (@ —— ———
Coding Sequence 1 Coding Sequence 2

= Protocolo de marcagao: Anti-human CD20 - FITC conjulgated 'J(
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b. Produtividade celular e selecao de clones: (continuagio)
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Number of Cells
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b. Produtividade celular e selecao de clones: (continuagio)

(B)

CFLI-FITC

©

Well 7G4
Well 4G2
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Expressao de 2 difrentes clones (Baeado em FITC_CD-20) com correlacao

intensidade de fluorescéncia e titulos de proteina final.

O grafico apresentou dois clones (4G2 e 7G4) com fluorescéncias similares,
em quantidade relativa, conforme estimado pelo estudo, 127,5 RFU e 127,1
RFU, respectivamente (o que remete a boa produtividade). No entanto, o
perfil de cada clone se diferencia. Enquanto 7G4 possui uma distribuicao mais
homogénea, 4G2 se mostra heterogénea, o que pode representar

instabilidade do clone ou até mesmo populacdes misturadas.
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c. Microrganismos para controle microbiologico e liberacao de produtos

3.2.3 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo possibilita detectar microorganismos

suspensos em um meio liguido.

Os mecanismos de marcacao e deteccao sdo similares a citometria de
— fase sélida, porém a amostra nao precisa ser filtrada. Os micro-
Vo | -eiodes Grk organismos marcados pelo indicador de viabilidade ndo fluorescente
podem ser detectados em suspensdo, ao passar por um citbmetro de
fluxo. A amostra marcada é injetada em uma célula de fluxo de
quartzo e passa por um feixe de laser excitatorio para deteccao
dos micro-organismos. A citometria de fluxo também fornece
resultados rapidos, mas € menos sensivel que a citometria de fase
solida. Para melhorar o desempenho, pode ser realizada uma etapa
prévia de incubacdo em meio de cultura, o que tornaria 0 metodo
baseado em crescimento.

CFARMACOPEIR)
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PROTOCOLO 1: DETECCAO E CONTAGEM DIRETA
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Rapid Response to Contamination Events
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CFR 21 Part 11
FDA regulation ::: Integridade de dados

= Permite a identificacdo de todos os usuarios e suas acdes.
= Geracao de perfis de usuarios protegidos por senhas.

=  Controle de lotes de reagentes.

= Auditoria de ensaios e rotinas.

©BD FACSuite
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Hot Spots:

A citometria de fluxo é uma ferramenta ponderosa para avaliacdao da saude celular;
= A citometeia de fluxo traz respostas rapidas para otimizacao de bioprocessos;

= A apoptose é um evento intracelular que pode ser alcancado por protocolos de citometria para melhorar
rendimento e impactar em custos;

= Em determinados processos podemos correlacionar de forma direta rendimento de produto com estado
ficioldgico da cultura celular
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