Taux eleves de désintégration cellulaire et rendement

en proteines a I'aide du processeur Microfluidizer® .

Désintégration cellulaire

De la désintégration douce des cellules mammiféres cultivées pour l'isolement de virus, a la difficile désintégration

des levures et autres champignons, Microfluidics propose des technologies pour répondre aux besoins variables et
ambitieux de la désintégration cellulaire. Les processeurs microfluidiseur permettent une désintégration cellulaire
extrémement efficace (souvent > a 99 % de désintégration pour E. coli en un seul passage), avec récupération élevée
de la teneur en protéines. L'intégrité protéinique est optimisée par I'élévation de la température basse du processeur
microfluidiseur, couplée a un refroidissement tres efficace, de submersion de la chambre d'interaction et en placant

un échangeur de chaleur immédiatement en aval de la chambre d'interaction. Ces fonctionnalités permettent aux
chercheurs d'utiliser la pression la plus basse possible pour atteindre les taux de désintégration cibles tout en évitant la
dénaturation des protéines.

Les avantages de la technologie microfluidiseur
e Récupération plus élevée de la teneur en protéines.

e Traitement des échantillons a vitesse de cisaillement constante et controlée.

e (arantie d'évolutivité de la chambre d'interaction pour les volumes de production.

e Aucune contamination - sans solution aqueuse et traitement a faible taux d'usure.

e Volume des échantillons a partir de 1 ml avec LV1 exclusif.

Avantages du traitement en continu par
rapport a traitement par lots

e  Optimisation du contrdle de température.

e ladurée de séjour dans les zones de haute température est réduite au minimum
(< 1 seconde). Les traitements de lot, tels que la sonication et le brouillage par billes soumettent les cellules a une
énergie localisée élevée qui ne peut pas étre facilement retirée.

e |e traitement en continu a pression constante assure que toutes les cellules recoivent la méme quantité d'énergie.
Avec la sonication, les cellules a proximité de la sonde recoivent exponentiellement plus d'énergie que les cellules
le plus loin de la sonde.

e Avec les systéemes de traitement par lots, il y a peu de contréle de I'uniformité de I'énergie pour chaque cellule.

Les applications représentatives de la désintégration de cellules :

-Levures -Champignons

-E. Coli -Penicillium

-Moisissures -Cellules méningocoques
-Algues -Bactéries

-Tissu mammifeére -Cellules d'insectes
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Comparaison des méthodes mécaniques
pour la désintégration cellulaire

En continu

Evolutif

Controle
optimal de la
température

Sans
contamination

Volume min

Vitesse de
cisaillement
constante

Potentiel de
vitesse de
cisaillement

Oui
Limité Non Qui
Qui Non Non
QOui Oui Non
10 ml ml 1ml
Non Non Non
Elevé Elevé Moyen

Résultats du Centre technologique

Description de Données du processeur Résultats et commentaires
I'échantillon microfluidiseur
Pression # Microns (um)
(psi) Passes
tissu de la 15,000 0 18.109
membrane cellulaire 1 10.584
5 0.954
10 0.855
20 0.732
40 0.655
cellules E. coli 23,000 0 0.978
1 0.538

Cellule méningique 1,000 1 Refroidissement utilisé pour maintenir la

passée (0,4%) dans température de 10°C. Désintégration compléte

un tampon réalisée en un seul passage.

Cellules mammiferes 2,000 1 Désintégration compléte des cellules et
séparation facile du parasite au sein de la
cellule en 1 passage.

E. coli (10%) dans un 6,000 3 Niveau atteint de 90% de désintégration.

tampon Résultats mis & I'échelle linéaire du laboratoire
a la production.

10,000 1 Niveau atteint de 90% de désintégration.
10,000 3 Niveau atteint de 95% de désintégration.

Penicillium urticae 13,000 1 40% en plus d'activité réalisable par rapport
au traitement conventionnel homogénéisateur
pour l'alcool m-hydroxybenzyl et 100 a 200%
d'activité en plus pour I'acide salicylique-
méthyle 6.

Cellules arthropodes 5,000 3 Refroidissement utilisé. Une sphére de

sanguines 10 microns, tout au long de la matrice
gélatineuse, sans aucun fragment cellulaire
visible.

15,000 1 Comme ci-dessus mais n'a nécessité qu'1 seul
passage par traitement continu.

Levure de boulanger 2,000 10 Refroidissement utilisé. Niveau atteint de
désintégration des cellules de levure de 95%.

Levure de biere 10,000 1-10 | Refroidissement utilisé pour maintenir

(10%) dans I'eau la température au-dessous de 5°C.
Désintégration de 63% a 10 passages.

20,000 1-10 Désintégration de 98% a 10 passages.
Rendement de I'enzyme significativement
meilleure que celui atteint avec d'autres
techniques de traitement, y compris la presse
French.

M. lysodeiktuis 25,000 25 Refroidissement utilisé. Environ 50% de

(1%) dans I'eau désintégration, résultat supérieur a d'autres

déminéralisée techniques mécaniques.




Cellules bactériennes

e  Cellules les plus couramment utilisées pour la production de protéines simples
e Taux de croissance trés élevés
®  Peu/pas de

® Requiere des taux de cisaillement moyens a élevés 2 Hm

® Habituellement ne requiére que 1 seul passage sur un processeur microfluidiseur pour atteindre > 99% de rendement de
désintégration
Cellules mammiferes

e Effectué pour le Centre de thérapie génique de la NC State
University pour libérer des vecteurs viraux des cellules
embryonnaires renales humaines

e Les cellules traitées avec le processeur microfluidiseur
avec 1 passage ont atteint un niveau élevé de protéines

e Conditions du procédé: 1 passage 535 bar (5000 psi)
e Chambre: H30Z (200 microns)

Avant Aprés - 1 passage
e Taux de cisaillement: 1.40 X 10° s

Cellules d'algues

Comme I'approvisionnement en combustibles fossiles diminue,

le besoin de sources d'énergie renouvelables augmente. Les
biocarburants a base de cellules d'algues sont attrayants car ils

se développent rapidement et peuvent directement convertir le
CO2 en huiles de chaine plus longues qui peuvent étre facilement
converties en biodiesels. Les cellules doivent étre désintégrées pour )

accéder a I'huile, et parce qu'il existe une grande variété de cellules 20

d'algues qui nécessitent des vitesses de cisaillement différentes Avant Aprés - 1 passage
pour atteindre la désintégration, les processeurs microfluidiseur

offrent la flexibilité et I'efficacité nécessaire a ce travail.

e Conditions du procédé : 1 passage 690 bar (10,000 psi)
e Chambre : H10Z (100 microns)

e Taux de cisaillement: 4.14 X 108 s

Cellules de levure

® larécupération maximale des protéines solubles est
atteinte au bout de 5 passages S. Pombe

® Les passages supplémentaires semblent entrainer un
accroissement de protéines dénaturées par rapport a la lyse

e Conditions du procédé: 2070 bar (30,000 psi)
e Chambre: G10Z (87 microns)

Taux de cisaillement par passage: 6.94 X10° s™
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Comment fonctionnent les processeurs

microfluidiseurs

La pompe d'intensification fait passer le produit par des microcanaux a géométrie
fixe précisément définis au sein de la chambre d'interaction. Ainsi, le flux de
produit accélére et atteint des vitesses élevées, créant les vitesses de cisaillement
dans le flux de produit qui sont a des ordres de grandeur supérieurs a tout autre
moyen classique conventionnel. La totalité du produit est soumis aux mémes
conditions de traitement, produisant un rendement élevé de désintégration

cellulaire.

Pompe haute pression

Réservoir
d'entrée

Pression jusqu'a
40.000 psi
(2578 bars)

Garantie

Contrairement aux autres méthodes mécaniques de désintégration cellulaire,
Microfluidics garantit la transposition a plus grande échelle, en utilisant des
chambres d'interaction a fentes multiples en association avec un systeme de
pompage a pression constante. Cela accélére le passage du laboratoire a I'échelle
de production tout en assurant que le flux de produit est exposé a une vitesse de

cisaillement et des conditions de transformation uniformes.

Chambre « Z » 3 fente unique Chambre « Z » 3 fentes multiples

Pression élevée d'entrée

Pression élevée d'entrée

Zone de cisaillement élevé

Zone d'impact élevé

Zone d'impact élevé

Basse pression de sortie

Laissez-nous vous aider a améliorer votre produit

Depuis plus de vingt ans, les clients et les ingénieurs experts se sont réunis au sein du
Centre Technologique Microfluidics pour aider a déterminer les conditions du procédé
idéal et configurer la chambre d'interaction pour atteindre les objectifs du produit. De
E. coli a la levure, les processeurs microfluidiseur a vitesse de cisaillement fluide élevée
fournissent des solutions évolutives pour la désintégration des cellules & des centaines
d'entreprises dans le domaine des biotechnologies et a des universités dans le monde

entier.
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