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DEFIS LIES AU SCALE UP DES PRODUCTIONS
CELLULAIRES A VISEE THERAPEUTIQUE

<2
1. Nombre de cellules a produire élevé é}\o
2. Volumes a manipuler & N
3. Equipements adaptés pour ui‘le assurance de reprQ@?uctlblllte et de
robustesse. @ «56@
1. Upstream processmg Culture / Expansigh en Bioréacteur
2. Downstream précessmg Gestion degﬁwdes &

1. Transfeg$ aseptiques (concerneQaus& lupstream) ¢
1. Qnnexions stériles (% 22
2 SConnecteurs aseptlggses @Q’

2 @bncentratlon / Reducgp@n de volumes adapt%es a I'échelle

L2 L Centrlfugatlon & 1000 ml @@

S 2. Semi- automaﬁque < 2500-3000 mys"

3. Automatigte : small scale : LQ&'bjusqu a 22 litres @
4, Autom@ﬁ'que High scale : leiézrentes solutions selon

I apgbcatlon > 100 | /\o

4. Pharmaco- Blolggbque

1. Celluleioe%nformes a I'attendu

2. En ng#nbre suffisant pour assurer la QPA optimale
5. Défis sef’les durées/délais de traitement.
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CONTEXTE D’UTILISATION &

. <
Flowchart de production MTI é;é”
<
A N
Cellules Mat. 1lere &
o)
O oty | @z\e Expansion

Suspension cellulaire :
10-11 litres, 20-25.10°

lul ‘intérét F 4 v
. cellules d'intéré Concentratlon/Redqu‘B'n
(5\ de volume maxia&%le

%) s i >809
N4 Suspension cellulaire =12 Rendemg;ﬂft. 80%
60 intermédiaire A : ) Q}\Q’
2 130 - 150 r«! >
2
® ]
(JO ] ®®
© Modification des cellules ((\?’
AD d'intérét / Volume jusqu'a 17 |

&Q\:oncentration/Réduction
& Volume cible: 1000 ml
Spéc. rendement: >80%

Suspension cellulaire
intermédiaire B:
N4 1000 ml

(/0
‘b© Suspension cellulaire & congeler
Sy

Lavage, ajout de
cryoprotecteur
Volume cible : dépend de
la QPA et du vol. du DP
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CONCENTRATION / REDUCTION DE VOLUM&§>\‘T
MATIERE PREMIERE APRES EXPANSION

13:30 18/12/2016 O ~®\\®

Procédurg\\g’éalisée aprés 10-12 jouYs de culture : le but
Qe fctzore est de 5é?ffirer le milieu « usagé »¢ de réduire le volume

mosasoiazsn oo pou&iﬁ suite des opérationsdﬁ'e resuspendre dans du
e B rgjlieu « neuf ». &

x%
[ T T &
1 767mL , g 2 - : \.@
i 7 ¢ &\(\
&

Final Product
¥ L

M
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CONCENTRATION / REDUCTION DE VOLUMEHI
PRODUIT INTERMEDISIRE

<
Procedure réaliseg apres traitement
des cellules d’i«a‘t@érét : le but est de
retirer les pg@é\uits de traitement en
exces et de¢'réduire le volume gpur la
- S . »
suite deg opérations, de res'gépendre

ags A
dangfu milieu « neuf ». &
/

7
A
,'O?J

‘66
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LAVAGE ET MISE EN CRYOPROTECTEUR
TRAITEMENT DU PRODUIT INTERMEDIAIRE B &

\\®
Procédure réalisée pour la pregaa“ratlon des DS a cortgeler

&
1. Apartir dune suspensmq)«e‘ellulalre retirer le mlLLéU de suspension et le

&)
remplacer par le mllletbcryoprotecteur s

’ (060 8\@
2. Opérations en 2 é{ﬁ%es @&Q . &
N 2
<O 7
d Lavage deﬂ‘a suspension cellulalr,e 0@\“
(
d I\/Ielamj’e avec le cryoprotecgoefﬁr %@?/Q
&
. fRespect du délai max avant congélation (§1°<i1) durée ajout +
répartition asepthﬁe Q@b
<®

« En automath\q‘e probléme de la de\n%lte du cryoprotecteur -

paramétrage®a adapter selon le cryoprotecteur utilisé (ex : 1,024 pour
un mélange JSA/DMSO 10%)
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RESULTATS (N=10)

e
QY
N
,\6

\

Avant 1145%49 92,4% ,b{o 9344.,4
Q
Apres oT38 92,3%,° 132,6
o &
(
\00
. . ¢ 86,3 +10,2% 0,05% 3,32% -2,6 Lo 3
Ratio Avant/Aprés S 958
o (Rendement) éﬁ?arlatlon) (Log redg@tlon)
<
<
Facteur de © K
e 59,71+ 13,51 <& e?
COﬂCGﬂtF&tIOI&@ p \\6
N & &£23.0+7,5ml
< m
()
V0|ume z@&du {@‘9 ((\?/Q (0,2% du vol. initial)
%© 6’\@ 6\0 < 1 ml par rapport au
QY Q oo produit de départ (2
Vv ()0 cycles)
S y
<& S
* Num. manuelle au BT . S
Procédure sur LOVQg & Procedure sur LOVO: [c] eane Procédure sur LOVO :
Rendement ¢\ 10%/ml \‘§' red. de volume
3 @\'b 150 7? 0 "
’” o 21420 120 / 10 \10'5
\Q’ 90 8
19 O s 60 / 6 \\
17 & \ ' 30 / ‘21 L
15 %© 0 ,./2,04 0 N\g.0,125
Q\JS (Récolte) J8 (Apres J8 (Récolte) J8 (Aprés J8 (Récolte) J8 (Aprés
Vv concentration) concentration) concentration)
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IMPACT sur les résidus ET sur les durées
de traitement 5

&
&\0
&
A N
Cellules Mat. 1lere &
2
e e E Ty | @z\e Expansion

Suspension cellulaire :
10-11 litres, 20-25.10°

lul 'intérét - - X%
epliEs eliic Concentratlon/Redqu‘B'n
Résidus < 1 %o de volume maxig&%le =100’

2 cycles Spéc. Rendemat: >80%
y N Suspension cellulaire REC. gﬁ' 2
Qe intermédiaire A : ) Q}\Q’
o 130 - 150 ro! &
© <&
(JO ®®
© Modification des cellules (&Q’
® d’'intérét ! Volume jusqu’'a 17 |

&Q\:oncentration/Réduction
> Volume cible: 1000 ml =110’
Spéc. rendement: >80%

S
Résidus < 1 %o
2 cycles

Suspension cellulaire
intermédiaire B:
1000 ml

Lavage, ajout de - 50"+ 15

@ Residus < 1 % cryoprotecteur = oY
2 cycles ¢ \ Volume cible : dépend de | Densité selon
v N Cryoprotecteur

la QPA et du vol. du DP

(/0
‘b© Suspension cellulaire & congeler
Sy

/LQ
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Aide au parametrage (UTICell)

Fiche de paramétrage du LOVO pour laréduction de volume ‘@ﬁ

Nombre total de cellules : 10° Diamétre cellules (um) : 10
Volume source : ml

& &

Source PCV : :|s&@,?cv = 0,00, saisir 0,01 dans le LOVO @Q,b
& S

Vol. cellule : 5,236 ml N4

vol. culot : 7 <0,00 ml £
7 5

&(/ 6\) .

L &

Pour information ’6\

((@i%he de calcul de paramétrage du LO\(@‘pour la congélation

<
% N\ ry. 2 Le volume de la
Nox@re total de cellules : 0° Diamétre cellules (um) : 10 @7 | poche aprés lavage
6ﬁmbre de flacons a x.10e6 : Y2 Volume source : 15 \\Q/
(72

& Volume total a répartir : 9 ml O3 Saisir le nb de
Qe (\\' ’b‘ cellules aprés
S Densité DMSO 1y &7 11 _ _ X lavage
(/ o . Pour information
Densité Albumine{. 1,016 (Info LFB) =&
© & 4
\/‘b Volume DMSO/Alb a préparer 10(0 ml (Ou autre cryoprggecteur)
Q/Q Volume DMSO : , mi é}
Volume Albumine : C ml b\)
% DMSO : ,& (O
© ' &
Densité mélange : d .
f
(9(< Poids du mélange : " g \{,@ " information
g <
Final pr t volume a paramétrer dans 4
le LOV® :

\
(S pov:

@ Vol. cellule : 5,236E-10 ml
\,Cb vol. culot : © 0,00 ml

ml

Pour information

efs.sante.fr ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG / SFGM-TC / SYMPOSIUM FRESENIUS — 23/1 1/2018°



RAPPORT DE PRODUCTION (UTICell

RAPPORT DE PRODUCTION / LOVO Date : 30/03/2018

Nom du pr ’\Q

X
Machine :
N See : 0‘9
Version machine : [LovO Version3.0 | \@
Données générales de procédure : Début [30/03/g01€41:01:26 [Kit Install Complete O[HE . @\
Opérateur : HI 41:01:26 |Changed User ID->HE 2|HE 0
ID Procédure : Libre 018 14:51:43 Attached 0|HE (
Identifiant procédure : 20180330110126_WC03033_PR ] Probléme détection fluide 3/2018 14:52:16_|Alert 2111 No Fluid Detected 301 300 1[HE @
Début procédure : 30/03/2018 11:01:26 03/2018 14:52:18 | Cleared Alert2111 o[HE Q
Fin procédure : 30/03/2018 16:51:13 Durée procédure totale :[_05:49:47 _|(Durée pauses et atientes 0/03/2018 14:52:19 |Procedure Resumed/Advanced 0[HE
Status procédure : COMPLETE comprises) Probléme pression 30/03/2018 14:53:32_|Alert 2108 Spinner Prime Pressure Failure 253 1[HE
’ ~_ ¥ [30/03/2018 14:53:51 |Cleared Alert2108 o|HE
Brodulientrant(Sourcelib); X2 30/03/2018 14:53:53_|Procedure Resumed/Advanced o[HE '@
Type/Nom produit : 59113637347 ANV 30/03/2018 15:03:00_|Source Container Attached o[\~
Sur balance ? Off-Scale (Valeur attendue : On-Scale/Off-Scale) J\’ 30/03/2018 15:03:46 |Source Prime Pause 0l
Début traitement source : - [30/03/2018 15:03:01 30/03/2018 15:03:57_|Procedure Resumed/Advanced O\E
Volume source (Saisie) : 10350 30/03/2018 15:04:32_|Source Prime Pause O\ HE
Source PCV : 002 30/03/2018 15:04:37_|Procedure Resumed/Advanced e\~ _0[HE
Solution 1: 30/03/2018 15:05:12 |Source Prime Pause g 0|HE
; 30/03/2018 15:05:18_|Procedure Resumed/Advanced s o|HE
Nom prodit : SCEHICIE N . & 30/03/2018 15:05:21 |Procedure Resumed/Advanced P\ o[HE Q
Fin traitement source :  [30/03/2018 16:40:08 Durée procédure corrigée :[01:37:07 _|(Durée hors pauses ¢ 30/03/2018 15:05:21 |Source Processing Started A olHE X
Volume solution 1.: 2000 m atentes) ’ 30/03/2018 15:05:21_|First Reduction Started Y o[HE o
Volume estimé : Ao m @ Détec. A fin passage mileu__|30/03/2018 16:04:11_|Alert 3002 Air Detected Unexpectey 10230 6 1[HE <~
Volume machine : 1901 ml X o 30/03/2018 16:04:19 |Cleared Alert3002 RS o[HE <"
Volume réel (a saisir) : 1892 mi Déviation réel/théorique :[ - 0,47% | @ 30/03/2018 16:04:24 |Alr Purge Started 'S diE
Produit fini : Q 30/03/2018 16:04:46 |Air Purge Complete o/HE
Sur balance ?\ JO«-Scale (Valeur attendue : On-Scale/Off-Scale) @ 30/03/2018 16:04:53_|Continue Processings ted OJHE “V
Type poche produit fini : e (Si original, tare = 47,4 ) ’b 30/03/2018 16:04:55 |Procedure Resum ivanced O|HE 6)
Volume final paramétré : 1000 ml 30/03/2018 16:04:55_|First Reduci rted o[HE (755
Vol. cellulaire théorique :  [2,07 ml Détec. Air fin passage milieu 30/03/2018 16:05:13 |Alert 3002 Air Betected L 10248 88 1|HE ~
Vol sumageant résiduel | 30/03/2018 16:05:15_|Cleared Ajert3002 o|HE \\\W
théorique - 20,066007 ml 30/03/2018 16:05:19 | Advagce Procedure (Container Empty) Selecte o[HE >\
Vol. solution 1 théorique : [977,863993 ml - Log réduction thé SOi031201 BB o 0sion [l UTEtVATHETTER BLE — .
| 30/03/2018 16:05:21 g Tubing 0[HE robléme détection fluide car amorcage trop long (Tubulure trop longue). Apres relance,
Volume final réel (a saisir) : 999 ml Déviation ré + Cible + 5%) 30/03/2018 16:09:Q¢ YSbource Rinse Pause o[HE amorcage procédure Ok. Probléme pression, Ok. Détection dir en fin de passage de la
Kb 30/03/2018 16:0gRN|Procedure Resumed/Advanced o[HE poche source. Alerte poche poubelle = mauvais paramétrage du contenant final = sans
Poubelle (Filtrate) : Q 1 i |Rinsing Tubing O[HE incidence.
Sur balance ? Off-Scale (Valeur aﬂendu@a\e/@#s:a\e} :24 |Diluting to desired volume O[HE
Type poche poubelle : New (Si original tare wd2 ) R | S FEIED O|HE
Volume estimé : 11159 il @ 30/018 16:15:05_|Procedure Resumed/Advanced o[HE
Volume machine : 11066 |mi 18 16:15:05 |Middle Reduction Started 0|HE
Volume réel (3 saisin):  |[NS rr% Déviation réelithéorique:[ | 3/2018 16:20:44 |Rinsing Tubing O|HE
L 130/03/2018 16:21:30_|Dilling to desired volume: o|HE
Données de calibration : Q Q- 16:24:01 |P: h Pause O[HE
'V [30/03/2018 16:24:14_|Procedure Resumed/Advanced o[HE
Eément’c)?bré Date derniére calibration ’, 30/03/2018 16:24:15 |Final Reduction Started 0|HE
Balance poche source : 15/01/2018 03:20:27 - 30/03/2018 16:30:10 |Rinsing Tubing o
Balance In-Process : 15/01/2018 03:20:09 AW} 16:31:26_|P h Pause 0
Balance Poubelle 15/01/2018 03:19:52 [N 30/03/2018 16:31:31_|Procedure Resumed/Advanced e
Balance produit fini 15/01/2018 03:20:46 , 30/03/2018 16:32:13 |Diluting to Desired Final Volume (‘\-‘hg
Capteur de pression © 15/01/2018 03:21:28 30/03/2018 16:35:26_|Solution 1 Container Nearly Empty FQ MILE
#erte volume poubelle 30/03/2018 16:38:05 |Alert 3022 Retentate Container Filled to Capacif, (?)S 1|HE
r 30/03/2018 16:38:09_|Cleared Alert3022 olHE
30/03/2018 16:38:19 | Continue Processing with Container Full Sgpg{ o[HE
30/03/2018 16:38:20_|Procedure Resumed/Advanced R o[HE
30/03/2018 16:38:20_|Diluting to Desired Final Volume S\ o[HE
30/03/2018 16:38:20_|Processing Complete o[HE
30/03/2018 16:40:07_|Product Removed o[HE
30/03/2018 16:40:07_|Procedure Resumed/Advancesl o|HE
30/03/2018 16:44:30_|Kit Removed olHE
Fin 30/03/2018 16:44:30_|Procedure Resumed/Advanced o[HE
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CONCLUSIONS &

<
Pas d’effets déléteres sur les cellules ! 04;\5”
 identité et pureté preservee, & \\\"’
* perte de viabilité neghgeabgne malgre 3 passages §ﬁccessﬁs sur la
machine, s &
- pas d’effets centrlfu%eé’ (pelletisation), <
& &
Intérét de I’ automahgé’tlon de la preparatlo@? a la congélation. \g»é
& &
Le LOVO s mscr;i&dans un process elg//c\:lrcmt clos (connexg&n stériles
possibles) Ooq ‘e@é QJQ@
Equipemgﬁ adapté pour les vqlilmes importants a | é*chelle d’une
structuré GMP / MTI P @"“\0

Paramétrable a volonté. §\Csa condition de bien e&nnaltre les limites
globales (volumes, wt\g‘Sse de rotation du spl‘nner débits, PCV ... etc.) et
de bien connaitre |e§> cellules traitées ’

Virtuellement, |Icﬁqy a pas de limites... sauf celles imposées par les

cellules (Dela;b%e traitement, colmatage du spinner...)
P
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CONCLUSIONS annexes &

¢

Faible encombrement de la machine 73
<
. . \&
« Tient sur une paillasse stand@pd 5"‘?}
£ Q
Précision des procédures (pgfds | volume) é@@?’
Tres intuitif mais.. neceg.sne d’avoir comprls c%mment la machlne
travaille ! Tout est darggs/\les ratios de reduct@n c\
2 &

Peut travailler en sequences pendant Ie@’quelles on peut comfbleter la
procédure : ex. qp%uses avec ajout dg@cprodmts pendant la p}ocedure etc

q @ Q
Résistant a@% décontamination aa] peroxyde d’ hydrogé?le (procédure de
decontags“nnatlon) O RN
< o
Compliant BPF/cGMP, ZlNcCFR part 11 &
&Q/
Exploitation des Iogggés connexion possdﬂ’e au réseau
(
00(9
©

®
Y
,1/0
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/7
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