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ES 2360 799 T3

DESCRIPCION
Procedimiento de almacenamiento de un banco de células Vero sin suero

Antecedentes de la invencién

La presente invencion se refiere a un medio de congelaciéon de células sin suero y al uso de este medio en un
procedimiento para generar bancos de células sin suero estables para la produccién de vacunas virales.

El suero bovino fetal (FBS) es un agente crioestabilizante usado cominmente en la generacion de bancos de
células. Sin embargo, los sistemas de cultivo que contienen suero se estan volviendo indeseables para la produccién
de vacunas a gran escala. Existen varias desventajas para la complementaciéon con suero, incluyendo la variacién
entre lotes en la composicidn, el alto contenido de proteina que dificulta la purificacién de producto, y el potencial de
contaminacién por virus, micoplasmas o priones. Ademas, es probable que la reciente amenaza para la salud
humana causada por los agentes no definidos de la encefalopatia espongiforme bobina (EEB) limite el uso continuo
de suero bovino en procedimientos de cultivo usados para la sintesis de productos de asistencia sanitaria tales como
vacunas virales [Butler, y col., Biotechnol. Prog., 16, 854-858 (2000)]. Por lo tanto, es necesario un agente
crioestabilizante de origen no animal para sustituir el FBS.

Sumario de la invencién

La presente invencién proporciona un medio de congelaciéon de células sin suero que consiste esencialmente en un
medio sin suero de produccion de virus (VP-SFM) complementado con (a) un hidrolizado enzimatico crioestabilizante
seleccionado del grupo que consiste en hidrolizado de soja e hidrolizado de arroz, afiadido a aproximadamente 2 g
por litro de dicho medio, y (b) dimetilsulféxido (DMSO). En una realizacién, el medio de congelacién de células sin
suero se complementa con aproximadamente el 10% de DMSO.

La presente invencion proporciona ademas el uso de este medio de congelacion de células sin suero en un
procedimiento que genera bancos de células maestros y de trabajo normalizados y uniformes, que se usan como
material bruto en la produccién de vacunas. Este procedimiento comprende las etapas de:

(a) iniciar un cultlvo gue comprende descongelar células Vero congeladas y afiadirlas a medios de cultivo en un
matraz T-150 cm?, en el gue el medio de cultivo consiste en VP-SFM con L-glutamina 4 mM, incubar las células
durante una noche a 37 °C y CO; al 5%, y volver a nutrir el cultivo con medio de cultivo recién preparado al dia
siguiente;

(b) propagar y amplificar las células, lo que comprende cultivar las células hasta la confluencia en el matraz T-
150 cm? incubado a 37 °C y CO; al 5%, retirar el medio, lavar el matraz con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) sin calcio ni magnesio, afiadir tripsina al matraz e incubarlo a temperatura ambiente durante un
tiempo suficiente para desprender las células del matraz, neutralizar la tripsina con inhibidor de tripsina de soja
(STI) y afiadir VP-SFM como sustento nutricional, sembrar la suspensién resultante en cinco matraces T-150
cm? y afiadir VP-SFM a cada matraz a un nivel de 50 ml, incubar las células a 37 °C y CO; al 5% durante de tres
a cuatro dias, combinar las suspensiones de células de los cinco matraces, sembrar una fabrica de células con
la suspensién combinada, volver a nutrir la fabrica de células y recoger la fabrica de células; y

(c) congelar el banco de células, lo que comprende centrifugar las células recogidas de la fabrica de células
durante 10 minutos a 210 x g a 4 °C, resuspender las celulas en el medio de congelacion de células sin suero
de la reivindicacion 1 a una densidad de 2 x 10° a 2 x 10" células/ml, dispensar la suspension de células en
crioviales a un ml de suspensién de células por vial, congelar las células usando un congelador con control
activo de la velocidad, y almacenar las células en nitrégeno liquido,

en el que el banco de células Vero sin suero estable producido de este modo tiene una viabilidad celular de al
menos el 80% y un tiempo de duplicacién a la recuperacion de entre 40 y 60 horas después de un afio.

En una realizacion especifica, este procedimiento comprenden las etapas de:

(a) iniciar un cultivo, que comprende descongelar 2 x 10" células Vero congeladas y afiadirlas a 50 ml de medio
de cultivo en un matraz T-150 cm?2 para obtener una densidad celular de 4-5 x 10° células/ml, en el que el medio
de cultivo consiste en VP-SFM con L-glutamina 4 mM, incubar las células durante una noche a 37 °C y CO; al
5% y volver a nutrir el cultivo con medio de cultivo recién preparado al dia siguiente;

(b) propagar y amplificar las células, lo que comprende cultivar las células hasta la confluencia en el matraz T-
150 cm? incubado a 37 °C y CO; al 5%, retirar el medio, lavar el matraz dos veces con 20 ml de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) sin calcio ni magnesio, afiadir 5 ml de tripsina al matraz e incubarlo a temperatura
ambiente durante un tiempo suficiente para desprender las células del matraz, neutralizar la tripsina con 5 ml de
inhibidor de tripsina de soja (STI) y afiadir 10 ml de VP-SFM como sustento nutricional, sembrar la suspension
resultante en cinco matraces T-150 cm” a una concentracion de 4 x 10* células/cm? y afiadir VP-SFM a cada
matraz a un nivel de 50 ml, incubar las células a 37 °C y CO- al 5% durante de tres a cuatro dias, combinar las
suspensiones de células de los cinco matraces, sembrar una fabrica de células con la suspensién combinada,
volver a nutrir la fabrica de células y recoger la fabrica de células; y

(c) congelar el banco de células, lo que comprende centrifugar las células recogidas de la fabrica de células
durante 10 minutos a 210 x g a 4 °C, resuspender las células en el medio de congelacién de células sin suero
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descrito anteriormente a una densidad de 1-2 x 10" células/ml, dispensar la suspensién de células en crioviales
a 1 ml de suspensién de células por vial, congelar las células usando un congelador con control activo de la
velocidad, y después almacenar las células en nitrégeno liquido,

en el que el banco de células Vero sin suero estable producido de este modo tiene una viabilidad celular de al
menos el 80% y un tiempo de duplicacién a la recuperacion de entre 40 y 60 horas después de un afio.

La presente invencion proporciona ademas un banco de células Vero sin suero estable para la produccién de
vacunas producido por el procedimiento descrito inmediatamente anteriormente, en el que el promedio de la
viabilidad del banco de células es de al menos el 80% y el promedio del tiempo de duplicacion a la recuperacién es
de entre 40 y 60 horas después de un afio.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un esquema de aumento a escala para bancos de células de 100 viales. Los bancos de células de
200 viales y 400 viales siguen el mismo esquema, usando dos fabricas de células y cuatro fabricas de células,
respectivamente.

La FIG. 2 es una gréfica que compara las viabilidades celulares de bancos de células sin suero de 10 viales que
contienen crioestabilizantes de origen vegetal con las de bancos de células que contienen FBS.

La FIG. 3 es una gréfica que compara los tiempos de duplicacion a la recuperaciéon de bancos de células sin
suero de 10 viales que contienen crioestabilizantes de origen vegetal con los de bancos de células que
contienen FBS.

La FIG. 4 es una grafica que compara las viabilidades celulares de bancos de células a gran escala (100, 200 y
400 viales) que se generaron usando Hy-Soy® y HyPep® Rice como crioestabilizantes.

La FIG. 5 es una grafica que compara los tiempos de duplicacién a la recuperacién de bancos de células a gran
escala (100, 200 y 400 viales) que se generaron usando Hy-Soy y HyPep Rice como crioestabilizantes.

Descripcion detallada de la invenciéon

La puesta en préactica de un procedimiento de generacién de bancos de células normalizado y correcto es
fundamental para el suministro de reservas de células con un rendimiento y caracteristicas uniformes. La generacion
de bancos de células deberia incluir un banco de células maestro de células fuente homogéneas y numerosos
bancos de células de trabajo generados a partir del banco de células maestro. El nimero de viales de un banco
dado variara dependiendo del uso deseado, pero un banco de células maestro tipico puede contener 200 viales y un
banco de células de trabajo tipico puede contener hasta 400 viales, utilizando el procedimiento de generacion de
bancos de la presente invencidn. Este procedimiento asegura un suministro a largo plazo de células normalizadas
gue proporcionaran un sustrato estable para una produccion uniforme.

Las células Vero (células de rifibn de mono verde africano inmortalizadas, ATCC n° CCI-81) se han conocido y
usado en la técnica para la produccién de vacunas virales humanas durante muchos afios. Las células estan bien
caracterizadas y tienen un registro de seguridad excelente.

El procedimiento de generacion de bancos de células Vero sin suero de la presente invencion consiste de tres
etapas principales: iniciar el cultivo, propagar y amplificar las células y congelar el banco. La optimizacién de cada
una de estas etapas ha hecho posible generar bancos de células sin suero de alta calidad. La expresion "alta
calidad" significa que la viabilidad de las células es alta y la recuperacién es rapida, es decir, el tiempo de
duplicacion a la recuperacion es reducido. La combinacién de estas condiciones de cultivo y congelacion de células
da como resultado una recuperacion mejorada de células Vero. Dos de los parametros de recuperacion mas
importantes para una produccion uniforme de células a partir de un banco de células son el tiempo de recuperacion
y la viabilidad a la descongelacion. El tiempo de recuperacion esta estrechamente relacionado con la eficacia de
siembra en placas, pero también proporciona mas informacion acerca del rendimiento de las células después de la
descongelacién. Ambos pardmetros se midieron y se usaron para optimizar el presente procedimiento de generacion
de bancos de células.

Se eliminé el rojo fenol del medio de congelacién de células debido a informes de que este componente podria tener
efectos estrogénicos sobre las células [Berthois, y col. Cell Biology, 83, 2496-5000 (1986)]. La composicion del
medio de congelacion de células se optimiz6 para que contuviera Hy-Soy 2 g/l (0 HyPep Rice), DMSO al 10 % y el
resto VP-SFM como medio de cultivo.

El "VP-SFM" usado en el presente documento estaba representado por VP-SFM Gibco™ (disponible en el mercado
de Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) modificado para que contuviera los ingredientes enumerados en la Tabla 1.



10

15

20

25

30

ES 2360 799 T3

Tabla 1

VP-SFM GIBCO
(modificado)

L-Alanina Fosfato sdédico dibasico anhidro Putrescina 2HCI

Glicina Sulfato de magnesio anhidro Insulina humana recombinante
L-Alanina Fosfato sddico dib4sico anhidro Putrescina 2HCI

L-Arginina HCI Cloruro de calcio anhidro Factor de crecimiento epidérmico

(EGF), recombinante

L-Asparagina H,O

D-Pantotenato de calcio

Fosfato sodico dibasico anhidro

L-Acido aspértico

Cloruro de magnesio anhidro

Fosfato s6dico monobasico H.O

L-Cisteina HCI H,O

Sal 2-fosfato magnésica del acido
ascorbico

HEPES

L-Cistina 2HCI

Cloruro sodico

Complejo de citrato férrico

L-Acido glutamico

Acetato de vitamina A

Sulfato de adenina

Glutation reducido Vitamina D, Adenosina-5-trifosfato
L-Histidina HCI H,O Menadiona D-Glucosa (Dextrosa)
L-Isoleucina Acido DL-lipoico tidctico Vitamina B1»
L-Leucina Acido linoleico Cloruro de colina
L-Lisina HCI Uracilo I-Inositol

L-Metionina Timidina Niacinamida
L-Fenilalanina Biotina Piridoxal HCI
L-Prolina Acido félico 2-Desoxirribosa
L-Serina Riboflavina Etanolamina HCI
L-Treonina Hipoxantina sédica Fosfoetanolamina
L-Triptéfano Xantina sodica Cloruro de potasio
L-Valina Acido para-aminobenzoico Piruvato sddico
Tiamina HCI Acido nicotinico Hidrolizado vegetal patentado

Sal disédica de L-tirosina

Piridoxina HCI

Extracto de levadura UF

Como una mejora del procedimiento, el cultivo se inicié a partir del doble de densidad celular de lo habitual en la
técnica. Por lo tanto, en lugar de partir de un vial, el cultivo se inici6 a partir de dos viales congelados del banco
fuente descongelados en un matraz T-150 cm?. Se afiadié VP-SFM templado gota a gota para evitar el choque o
dafio de las células. El volver a nutrir el cultivo al dia siguiente después de la descongelacion elimina el
crioestabilizante restante y los residuos celulares y mejora la recuperacion.

El esquema de aumento a escala y el programa de la presente invencién permite la propagacion de células Vero con
un ndamero minimo de pases (por ejemplo, no mas de cuatro pases) y manipulaciones, manteniendo al mismo
tiempo la concentracion de células sistematicamente alta para mantener un cultivo sano. El esquema de aumento a
escala es: dos viales congelados del banco fuente descongelados en un matraz T-150 cm?, expandidos en cinco
matraces T-150 cm? gue se usan para inocular una fabrica de células de 10 bandejas. Puede generarse un banco de
células de 100 viales a partir de una fabrica de células. Este esquema permite un facil ajuste en el tamafio del
banco.

El esquema de tratamiento con tripsina también se optimizé. Se descubrié que dos aclarados con tampon de la
monocapa de células eran 6ptimos para una buena recuperacién después de la descongelacion. Se escogio tripsina
porcina irradiada con gamma para minimizar posible contaminacién viral. Debido a que una transferencia de calor
suficiente a los diez niveles de la fabrica de células es cuestionable, creando microentornos innecesarios, el
tratamiento con tripsina se realiza a temperatura ambiente con tripsina refrigerada.

La combinacién de condiciones del procedimiento de congelacion mejoraba la recuperacion del banco
considerablemente. En primer lugar, la suspension de células recogida y combinada se centrifuga a 210 x g durante
10 minutos en lugar de 5 6 7 minutos, lo que causa una pérdida de células considerable. La resuspension se realiza
suavemente con medio de congelacion frio. En segundo lugar, la dispensacién de las células en crioviales con una
pipeta de repeticion hizo que el procedimiento de dispensacion fuera mas rapido y redujo el tiempo que las células
tenian que estar expuestas al medio de congelacidon antes del ciclo de congelacién real. Y en tercer lugar, la
suspension de células durante la dispensacioén en crioviales y los viales ya llenos se enfriaban hasta 2-8 °C.

Tenian que abordarse dos aspectos de la crioconservacion de células Vero para el procedimiento de generacion de
bancos: la densidad celular 6ptima en el criovial y la programacién del congelador con control de la velocidad para
una buena recuperacién de las células tras la descongelacion. Durante el cambio de fase, a medida que se congela
un material se libera el calor de transicion de liquido a sélido (el calor de fusion). El programa se optimizé de modo
que estuviera representado el calor de fusién, forzando a la muestra a congelarse a una velocidad constante. Se
demostré claramente que la densidad celular 6ptima era de 1-2 X 10" células/ml y que las modificaciones en el
programa de congelacién estaban contribuyendo a la buena recuperacion de las células.
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El procedimiento de generacién de bancos de células Vero sin suero de la presente invencién proporciona una forma
normalizada y uniforme para generar bancos de células fiables y estables para la produccion de vacunas virales. Se
sustituyeron productos de origen animal en los medios de cultivo y de congelacion por sustancias de origen vegetal
tales como Hy-Soy y HyPep Rice, que sirven como crioestabilizantes. Los resultados muestran que los bancos de
células sin suero que usan Hy-Soy 2 g/l o HyPep Rice 2 g/l son estables durante al menos un afio.

Las mejoras que dan como resultado el presente procedimiento de generaciéon de bancos de células aumentan la
viabilidad de las células tras la descongelacion y reducen el tiempo de recuperacion, lo que permite un programa
mas exacto de fabricacion y procedimientos mas uniformes. También es posible ahora que el procedimiento de
fabricacién comience a partir de un nimero menor de viales congelados. Por lo tanto, un banco de 400 viales de
tamafo completo durara mas tiempo y los procesamientos consecutivos seran mas uniformes.

Habiendo descrito ahora la invencion en general, la misma se entendera mas facilmente por referencia a los
ejemplos siguientes, que se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitantes de la presente
invencion, a menos que se especifique.

Ejemplos

Se ensayaron varios agentes como crioestabilizantes en este estudio. Se compararon bancos de células que
contenian Hy-Soy, HyPep Rice, HyPep Wheat y metilcelulosa con bancos de células que contenian FBS, y se
examino la estabilidad de los bancos de células. Se demostré que el Hy-Soy y el HyPep Rice eran tan eficaces como
el FBS como crioestabilizantes durante el primer afio del estudio. Por lo tanto, el Hy-Soy puede usarse en bancos de
células sin suero y el HyPep Rice puede usarse como alternativa.

Materiales y procedimientos

Equipo de proteccion personal: Guantes estériles, mangas estériles, mono estéril, gorros de zona limpia, mascarillas
de zona limpia y calzas de zona limpia.

Equipo desechable: Pipetas serolégicas desechables; crioviales Sarstedt de 1,8 ml; matraces de cultivo de tejidos
Corning Costar 75 cm? y 150 cm?; fabricas de células Nunc de diez bandejas [www.nuncbrand.com].

Material de vidrio y accesorios: Campana de vidrio con tubo C-flex para dispensar medio a partir de contenedores de
medio de 10 | y 20 [; filtros Gelman con tubo C-flex; adaptadores de fabricas de células; frascos de 500 ml, 11,21y 5
| con aparato de transferencia y tubo; pera de goma.

Reactivos: VP-SFM de Gibco™ formulado para que contuviera los ingredientes de la Tabla 1; inhibidor de tripsina de
soja (STI) Gibco; L-glutamina Gibco; solucién salina tamponada con fosfato (PBS) Gibco sin calcio ni magnesio;
albumina de suero bobino (BSA) Gibco; Hy-Soy, HyPep Rice y HyPep Wheat de Quest International (Norwich, NY);
dimetilsulféxido (DMSO) y metilcelulosa Sigma (St. Louis, MO); alcohol isopropilico al 70%; citrato/tripsina irradiada
al 0,25% Gibco; tampodn citrato sodico 0,025 M Gibco, suero bobino fetal (FBS) o FBS irradiado (irFBS) Hyclone
(Logan, UT); medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM) Gibco; agua para inyeccién o agua desionizada; solucion
de azul tripan al 0,05% Gibco.

Equipo: Campana de bioseguridad; campana de flujo laminar o cabina de bioseguridad; base de matraz de
agitacion; pipeta automatica (de repeticion); microscopio; microscopio invertido; hemocitometro; bafio de agua
circulante; congelador con control de la velocidad (RCF) Forma Cryomed; bomba peristéltica; bomba de dosificacion;
incubadora Forma a 37 °C y CO: al 5%,; centrifuga Forma; rotor de tipo cubo de balanceo 216.

Ejemplo 1
Descongelacién y cultivo de células

Se pusieron dos viales de reserva congelados que contenian 2 x 10" células Vero en un bafio de agua a 37 °C. Los
viales se mantuvieron en el bafio de agua con agitacion y se comprobaron frecuentemente hasta que se
descongelaron las células congeladas. La parte externa de los viales se desinfecté con alcohol isopropilico al 70% y
se pusieron en una campana de flujo laminar. Las células descongeladas se transfirieron rapidamente a un matraz
T-150 cm? y se afadieron 50 ml de medio de cultivo gota a gota mientras que se balanceaba el recipiente de cultivo.
El medio de cultivo consistia en VP-SFM con L-glutamina 4 mM. Después de que se afiadiera aproximadamente la
mitad del medio, el resto se afiadi6 a una velocidad ligeramente mas rapida. Las células se pusieron en una
incubadora Forma (37 °C, al 5%) y se dejé que se unieran durante una noche. El medio se retir6 por aspiracion y se
afiadieron 50 ml de medio de cultivo recién preparado al matraz al dia siguiente.

Ejemplo 2
Pase de las células

Las células se cultivaron hasta la confluencia (4 6 5 dias) en el matraz T-150 cm? incubado a 37 °C y COz al 5% en
la incubadora Forma. El medio se retir6 por aspiracion y el matraz se lavé dos veces con 20 ml de PBS, sin
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magnesio ni calcio. Se afiadieron cinco ml de tripsina al matraz y el matraz se incub6 a temperatura ambiente
durante de 2 a 3 minutos para eliminar las células del matraz. La tripsina se neutraliz6 con 5 ml de STl y se
afiadieron 10 ml de VP-SFM como sustento nutricional hasta que se hubiera completado el procedimiento. Se
obtuvieron muestras de las células, ahora en suspension, para su recuento. Se afiadié6 un ml de solucién de azul
tripan a una muestra de células de un ml. Esta se agit6 suavemente con un agitador vorticial. Se pusieron diez ul de
mezcla en la camara de un hemocitometro. Las células que resistian a la tincibn se contaron como vivas y se
determiné el recuento de células totales.

La suspension de células se sembré después en cinco matraces T-150 cm? nuevos a una concentracion de 4 x 10*
células/cm?. Se afiadié VP-SFM a cada matraz T-150 cm? a un nivel de 50 ml, y después los matraces se pusieron
en el incubador Forma a 37°C y CO; al 5%. Tres dias después, los matraces se volvieron a nutrir. Los matraces se
incubaron durante un total de cinco dias. Las suspensiones de células de los cinco matraces se combinaron y la
suspension combinada se us6 para sembrar una fabrica de células Nunc. Una fabrica de células confluentes
produce suficientes células para un banco de células de 100 viales.

Ejemplo 3
Preparacion y siembra de una fabrica de células

Uno de los adaptadores proporcionados por Nunc para la fabrica de células se conecté a una pieza de 10 pulgadas
de tubo de silicona (DI 0,48 cm, DE 0,95 cm). Se us6 un conector de tubo para unir una longitud de 20,32 cm de
tubo C-flex (DI 0,32 cm, DE 0,51 cm) al tubo de silicona conectado a la fabrica de células. Este es el adaptador de
entrada/salida. Ambos extremos del tubo se envolvieron con Bioshield. El segundo adaptador proporcionado por
Nunc para la fabrica de células se uni6 a una pieza de 7,62 cm de tubo de silicona (DI 0,48 cm, DE 0,95 cm) con un
filtro Gelman pequefio (0,22 um). El extremo adaptador se envolvid con Bioshield. Ambos adaptadores se
autoclavaron durante 30 minutos con un tiempo de secado de 15 minutos. En la cabina de bioseguridad (BSC), los
adaptadores se unieron a la fabrica de células siguiendo el manual de instrucciones proporcionado por Nunc.
Cualquier orificio de la fabrica de células puede usarse para el conducto de entrada/salida y el conducto de
ensamblaje del filtro. Se obtuvo una bolsa de 10 | de VP-SFM o 3 frascos de 1 | de la camara fria y se calentaron a
37 °C. Los conductos de transferencia de C-flex de cinco | se pusieron en frascos de 5 | estériles para la siembra de
células. Todas las bolsas usadas estaban provistas de C-flex por el fabricante. El dispositivo de conexion estéril
(SCD) se us6 para conectar el medio al frasco de siembra y se dispensaron 2,5 | de medio al frasco de siembra. Se
afiadio una suspensién de células al frasco de siembra. El SCD se us6 para conectar el frasco de siembra a la
fabrica de células. La fabrica de células se puso en la posicion de llenado y vaciado. El medio con células se
bombed a mano lentamente hacia la fabrica de células. El tubo de silicona conectado al conducto de entrada/salida
se pinzé inmediatamente. Se conectd un filtro Gelman de 0,22 um (Acro 50) con C-flex a la fabrica de células
usando el SCD. La fabrica de células se puso en la posicion de comprobacién del nivel. Cuando el liquido estaba
distribuido uniformemente en los diez niveles, la fabrica de células se puso en la posiciéon horizontal y se puso en
una incubadora a 37 °C, CO; al 5%.

Ejemplo 4
Renutricion de la fabrica de células

Se volvié a nutrir la fabrica de células los dias 2 y 5 después de la siembra. Usando el SCD, la bolsa vacia se
conecto a la fabrica de células. La fabrica de células se puso suavemente en la posicion de llenado y vaciado y se
marcé el nivel de liquido. La bolsa vacia se puso en el suelo para ayudar a drenar el medio. A veces era necesario
presurizar la fabrica de células. Se conecté una pera de goma al ensamblaje del filtro para presurizar suavemente la
fabrica de células. Una vez que comenzo el flujo, se desconecté la pera de goma. Cuando se vacié el medio, la
bolsa que contenia el medio de renutriciéon se conectd a la fabrica de células usando el SCD y el mismo volumen de
medio se bombed a mano lentamente hacia la fabrica de células. La fabrica de células se puso en la posicion de
comprobacién del nivel. Después de que se completase la comprobacion del nivel, la fabrica de células se puso en
su posicion de trabajo horizontal en la incubadora de 37 °C, CO; al 5%.

Ejemplo 5
Recogida de la fabrica de células

La fabrica de células se dren6 como se ha descrito anteriormente. El primer lavado consistia en 300 ml de tampén
citrato sédico 25 mM o 300 ml de PBS sin calcio ni magnesio. El primer lavado se bombed hacia la fabrica de
células. Se dejé que el lavado se igualara en cada nivel. La fabrica de células se agit6 suavemente para aclarar
todas las superficies de células. El primer lavado se drené y se aplicéd un segundo lavado de la misma forma que el
primer lavado. El segundo lavado se drend y se uni6é un frasco de solucién de tripsina (1,4 ml de tripsina al 2,5%
Gibco en 300 ml de tampdn citrato sédico 2,5 mM) a la fabrica de células. La solucién de tripsina se bombe6 hacia la
fabrica de células y la fabrica de células se balanceé suavemente de modo que se cubrieran todas las superficies de
células. La superficie de células se examind cada 2 6 3 minutos para ver si las células habian comenzado a
despegarse. Cuando las células comenzaron a despegarse de la superficie de la fabrica de células, la fabrica de
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células se golpeé intensamente para liberar el resto de las células. Esto se realiz6 hasta que la fabrica de células
parecia transparente. La fabrica de células se conect6 entonces a un frasco de recogida de células que contenia 100
ml de inhibidor de tripsina de soja (STI) 5 mg/ml. La mezcla de células se dren6 hacia este frasco. El frasco de
lavado de medio se conecto a la fabrica de células, teniéndose cuidado de pinzar el frasco de recogida de células. El
frasco que contenia 600 ml de medio de cultivo se uni6 a la fabrica de células para aclarar las superficies. La fabrica
de células se volvié a conectar al frasco de recogida de células y se drend el medio de aclarado. Este lavado puede
contener hasta 1/3 de las células totales.

Ejemplo 6
Protocolo de Congelacion

Se obtuvo muestras de las células recogidas de matraces o fabricas de células Nunc para su recuento, se
combinaron y se centrifugaron durante 10 minutos a 210 x g a 4 °C en la centrifuga Forma. Se prepar6 medio de
congelacién de células que consistia esencialmente en VP-SFM complementado con DMSO al 10% y 2 g/l de uno
de los crioestabilizantes ensayados en este estudio. Las células se mantuvieron en hielo durante el procedimiento.
Después, las células se resuspendieron en el medio de congelacién a una densidad de 1,5 x 10" células/ml. El
concentrado de células se puso en crioviales Sarstedt de 1,8 ml a un ml de suspension de células por vial. Las
células se congelaron usando un congelador con control activo de la velocidad. Después de la congelacion, las
células se almacenaron en nitrégeno liquido.

Ejemplo 7
Bancos de células

Bancos de células: Los experimentos iniciales que examinan diversos crioestabilizantes se efectuaron usando
bancos de células de 10 viales obtenidos de matraces T. Basandose en los resultados de los bancos de células de
10 viales, los crioestabilizantes prometedores se usaron en bancos de células de mayor tamafio de 100, 200 y 400
viales. Las células necesarias para los bancos de células a gran escala se cultivaron en fabricas de células.

Expansion de células para bancos de células a gran escala: La expansion de células para bancos de células se
realiz6 de la forma siguiente. Se descongelaron dos viales de células congeladas por cada 100 viales del banco de
células a generar. Se usaron dos viales para inocular un matraz T-150 cm®. El matraz T-150 cm? se volvio a nutrir al
dia siguiente. Después de 4 dias de cultivo, las células se dividieron en cinco matraces T-150 cm?. Tres dias
después de la division, se volvio a nutrir los matraces. Los matraces se incubaron durante cinco dias. Los matraces
se recogieron y se usaron para inocular una fabrica de células de 10 capas Nunc. Se volvié a nutrir la fabrica de
células después de dos y cinco dias. El séptimo dia, se recogio la fabrica de células. Véase la FIG. 1 para el
programa de etapas usado para preparar los bancos de células.

Ensayo de bancos de células: Se descongelaron cinco viales de cada banco de células como se describe en el
Ejemplo 1. Cada vial se us6 para sembrar dos matraces T-75 cm? gue contenian 25 ml de VP-SFM. Se recogieron
las células de los matraces cuando estaban préximas a la confluencia y al dia siguiente. Se determinaron los
tiempos de duplicacion usando el recuento de células y el tiempo de cultivo. La viabilidad celular se determiné con
azul tripan como se ha descrito anteriormente.

Resultados y discusion

Recuperacion del banco de células: Se usaron dos parametros para determinar la estabilidad del banco de células:
el tiempo de duplicacion a la recuperacion de las células (matraces recogidos y contados cuando estaban préximos
a la confluencia y al dia siguiente) y la viabilidad de las células después de la descongelacién. Las células se
descongelaron inmediatamente después de la congelacidon y a diversos puntos temporales. Las células se
ensayaron inmediatamente para determinar su viabilidad y se pusieron en matraces T. Los matraces T se recogieron
para determinar los tiempos de duplicacion a la recuperacion de las células.

Banco de células Vero de diez viales (véanse las FIGS. 2 y 3): En la Figura 2, se tomé el promedio de cinco
muestras de cada banco de células a diversos puntos temporales. Las muestras se descongelaron rapidamente y se
determind la viabilidad usando azul tripan. En la Figura 3 se tom6 el promedio de cinco muestras de cada banco de
células a diversos puntos temporales. Las muestras se descongelaron rapidamente y se pusieron en matraces T.
Las células se contaron periddicamente para determinar los tiempos de duplicacién a la recuperacion. Todos los
bancos de células tenian una viabilidad superior al 90% después de almacenarse en nitrégeno liquido durante un
afio. El banco de células con s6lo DMSO al 10% y el banco de células con metilcelulosa al 0,1% disminuian por
debajo del 80% a los 15 meses. También se observd que la recuperacion del banco de metilcelulosa era muy
escasa con tiempos de duplicacién de mas de 100 horas, en comparacion con los tiempos de duplicacion de 45 a 50
horas de los otros bancos de células. EI Hy-Soy, HyPep Rice y HyPep Wheat tenian todos los tiempos de
duplicacion y viabilidades que se observaron en los bancos de células de control (bancos que contenian FBS).
Basandose en estos datos, se generaron bancos de células a gran escala de 100, 200 y 400 viales usando Hy-Soy y
HyPep Rice como crioestabilizantes.
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Bancos de células a gran escala (véanse las FIGS. 4 y 5): En la Figura 4 se tomé el promedio de cinco muestras de
cada banco de células a diversos puntos temporales. Las muestras se descongelaron rapidamente y se pusieron en
matraces T. Las células se contaron periédicamente para determinar los tiempos de duplicacién a la recuperacion.
En la Figura 5, se tomd el promedio de cinco muestras de cada banco de células a diversos puntos temporales. Las
muestras se descongelaron rapidamente y se determiné la viabilidad usando azul tripan. La viabilidad de los bancos
de células de cien viales que contenian Hy-Soy y HyPep Rice continuaba siendo superior al 80% durante nueve
meses. La recuperacion de las células también continuaba siendo sistematicamente de un tiempo de duplicacion de
entre 45 y 60 horas. Estos resultados concuerdan con los bancos de células que contienen suero (véanse las FIGS.
2y 3). El banco Hy-Soy de 200 viales y el banco Hy-Soy de 400 viales mostraban también una viabilidad superior al
80% y tiempos de duplicacion a la recuperacion de entre 40 horas y 60 horas a lo largo de un periodo de doce
meses. Los bancos de células a gran escala Hy-Soy y HyPep Rice eran todos comparables a los bancos de células
que contenian FBS. De los resultados experimentales anteriores puede concluirse que los bancos de células sin
suero que usaban Hy-Soy 2 g/l o HyPep Rice 2 g/l eran estables durante hasta un afo.

La presente invencion se ha descrito mediante una descripcion directa y mediante ejemplos. Como se ha sefialado
anteriormente, los ejemplos pretenden ser solamente ejemplos y no limitar la invencién de ninguna forma
significativa. Ademas, un experto en la materia a la que pertenece la presente invencion apreciara, al revisar la
memoria descriptiva y las reivindicaciones siguientes, que existen equivalentes respecto a los aspectos de la
invencién reivindicados. Los inventores pretenden incluir esos equivalentes dentro del alcance razonable de la
invencion reivindicada.
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de congelacién de células sin suero, que consiste esencialmente en un medio sin suero de produccion
de virus (VP-SFM) complementado con (a) un hidrolizado enziméatico crioestabilizante seleccionado del grupo que
consiste en hidrolizado de soja e hidrolizado de arroz, afiadido a aproximadamente 2 g por litro de dicho medio, y (b)
dimetilsulféxido (DMSO).

2. El medio de congelacion de células sin suero de la reivindicacion 1, que estd complementado con
aproximadamente el 10% de DMSO.

3. Un procedimiento para generar un banco de células Vero sin suero estable, comprendiendo dicho procedimiento
las etapas de:

(a) iniciar un cultivo, que comprende descongelar células Vero congeladas y afiadirlas a medio de cultivo en un
matraz T-150 cmz, en el que el medio de cultivo consiste en VP-SFM con L-glutamina 4 mM, incubar las células
durante una noche a aproximadamente 37 °C y CO; al 5%, y volver a nutrir el cultivo con medio de cultivo recién
preparado al dia siguiente;

(b);)ropagar y amplificar las células, lo que comprende cultivar las células hasta la confluencia en el matraz T-150
cm® incubado a 37 °C y CO; al 5%, retirar el medio, lavar el matraz con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) sin calcio ni magnesio, afiadir tripsina al matraz e incubarlo a temperatura ambiente durante un tiempo
suficiente para desprender las células del matraz, neutralizar la tripsina con inhibidor de tripsina de soja (STI) y
afadir VP-SFM como sustento nutricional, sembrar la suspensién resultante en cinco matraces T-150 cm* y afiadir
VP-SFM a cada matraz a un nivel de 50 ml, incubar las células a aproximadamente 37 °C y CO; al 5% durante de
tres a cuatro dias, combinar las suspensiones de células de los cinco matraces, sembrar una fabrica de células
con la suspension combinada, volver a nutrir la fabrica de células y recoger la fabrica de células; y

(c) congelar el banco de células, lo que comprende centrifugar las células recogidas de la fabrica de células
durante 10 minutos a 210 x g a 4 °C, resuspender las células en el medio de congelacion de células sin suero de
la reivindicacion 1 a una densidad de 2 x 10° a 2 x 107 células/ml, dispensar la suspension de células en crioviales
a un ml de suspension de células por vial, congelar las células usando un congelador con control activo de la
velocidad, y almacenar las células en nitrégeno liquido,

en el que el banco de células Vero sin suero estable producido de este modo tiene una viabilidad celular de al
menos el 80% y un tiempo de duplicacién a la recuperacion de entre 40 y 60 horas después de un afio.

4. Un procedimiento para generar un banco de células Vero sin suero estable de acuerdo con la reivindicacion 3,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(a) iniciar un cultivo, que comprende descongelar 2 x 10’ células Vero congeladas y afadirlas a 50 ml de medio de
cultivo en un matraz T-150 cm? para obtener una densidad celular de 4-5 x 10° células/ml, en el que el medio de
cultivo consiste en VP-SFM con L-glutamina 4 mM, incubar las células durante una noche a 37 °C y CO; al 5%, y
volver a nutrir el cultivo con medio de cultivo recién preparado al dia siguiente;

(b) propagar y amplificar las células, lo que comprende cultivar las células hasta la confluencia en el matraz T-150
cmz2 incubado a 37 °C y CO; al 5%, retirar el medio, lavar el matraz dos veces con 20 ml de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) sin calcio ni magnesio, afiadir 5 ml de tripsina al matraz e incubarlo a temperatura
ambiente durante un tiempo suficiente para desprender las células del matraz, neutralizar la tripsina con 5 ml de
inhibidor de tripsina de soja (STI) y afiadir 10 ml de VP-SFM modificado como sustento nutricional, sembrar la
suspension resultante en cinco matraces T-150 cm? a una concentracion de 4 x 10* células/cm? y afadir VP-SFM
a cada matraz a un nivel de 50 ml, incubar las células a 37 °C y CO; al 5% durante de tres a cuatro dias, combinar
las suspensiones de células de los cinco matraces, sembrar una fabrica de células con la suspensién combinada,
volver a nutrir la fabrica de células y recoger la fabrica de células; y

(c) congelar el banco de células, lo que comprende centrifugar las células recogidas de la fabrica de células
durante 10 minutos a 210 x g a 4 °C, resuspender las células en el medio de congelacion de células sin suero de
la reivindicacion 2 a una densidad de 1-2 x 10" células/ml, dispensar la suspension de células en crioviales a un ml
de suspension de células por vial, congelar las células usando un congelador con control activo de la velocidad, y
almacenar las células en nitrégeno liquido, en el que el banco de células Vero sin suero estable producido de este
modo tiene una viabilidad celular de al menos el 80% y un tiempo de duplicacion a la recuperacion de entre 40 y
60 horas después de un afio.

5. El medio de congelacion de células sin suero de la reivindicacion 1 6 2, en el que el hidrolizado enzimatico
crioestabilizante es un hidrolizado de soja.

6. El medio de congelacion de células sin suero de la reivindicacién 1 6 2, en el que el hidrolizado enzimatico
crioestabilizante es un hidrolizado de arroz.

7. Un banco de células Vero estable que tiene una viabilidad celular de al menos el 80% y un tiempo de duplicacion
a la recuperacion de entre 40 y 60 horas después de un afio de congelacién, en el que el banco de células esta libre
de productos de origen animal, y en el que el banco de células se genera usando un hidrolizado enzimatico
crioestabilizante que comprende un hidrolizado de soja o un hidrolizado de arroz.
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