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DESCRIPCION
Recipientes para cultivo en suspension
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un recipiente de cuerpo ancho para cultivo de células de mamifero, con un fondo
troncoconico invertido o de tronco invertido, para conseguir un volumen de siembra reducido y mejor mezcladura con
menos estrés hidromecanico y mayor aireacion.

Antecedentes de la invencion

El cultivo de células de mamifero en suspension, con alta densidad, es una herramienta util para el desarrollo de
farmacos proteicos o vacunas. A menudo requiere recipientes de cultivo celular de pequefio volumen para producir
materiales de ensayo en animales, y recipientes de cultivo celular de gran volumen para producir material de
ensayos clinicos. La mayoria de los biélogos celulares prefieren equipos simplificados de pequefio volumen para el
cultivo en suspension, mientras que los profesionales del escalamiento agradecen sistemas de gran volumen para
cultivo celular, "faciles de optimizar".

El cilindro alto es una forma tipica de los recipientes de cultivo de biorreactor y frascos giratorios actuales.
Un recipiente o frasco de este tipo tiene, para el volumen de trabajo, una relaciéon altura:diametro superior a 1/1.
El area de la superficie del medio de cultivo en el recipiente no es suficiente para una absorcién eficaz de O,. Se ha
utilizado la inyeccién de aire u O, para enfrentarse a este problema. Sin embargo, una sobredosis de inyeccion de
aire provoca frecuentemente dafio celular por formacién de espuma y estallido de las burbujas. Ademas, una
sobredosis de inyeccion de O, puro es toxico para las células. Por lo tanto, se requiere un sofisticado centro de
control y sondas de oxigeno disuelto (OD) relacionadas para supervisar y controlar la inyeccion de aire o de O puro.
En cualquier caso, la optimizacion del centro de control o las sondas resulta tediosa y costosa.

El documento US 4 665 035 se refiere a aparatos y sistemas para fermentacion aerobia en matraz agitado por
sacudidas que tienen deflectores y cierres para crecimientos microbianos.

El documento EP 0 752 470 se refiere a un método de cultivo para cultivo de ciliados en matraces giratorios.

El documento JP 526 972 se refiere a un dispositivo para conexién de tuberias en el que se puede insertar
externamente, en una parte de tubo de insercién de un empalme de tuberias, una parte de extremo de tuberia con
diametro agrandado.

El documento W098/27195 se refiere a un receptaculo para cultivo celular utilizado para cultivar un trasplante de
células antitumorales para terapia génica y celular.

Por tanto, existe la necesidad de recipientes de cultivo de pequefio volumen, en particular recipientes desechables,
sin centro de control ni sonda de OD relacionada, y de recipientes de cultivo de gran volumen "faciles de optimizar".

El disefio de la presente invencién permite cultivar un gran volumen de células sin utilizar un centro de control
sofisticado ni sondas relacionadas. Se han desarrollado asimismo sistemas de cultivo en suspension de pequefio
volumen, basados en agitacion por sacudidas, desechables o autoclavables. Ademas, se ha estudiado también un
prototipo para un sistema de biorreactor troncocénico invertido industrial de gran volumen, basado en impulsor, "facil
de optimizar".

Compendio de la invencién

La presente invencion presenta un recipiente de cuerpo ancho para cultivo, con un fondo troncocénico invertido.
Si se compara con recipientes de biorreactor de fondo plano tradicionales, el recipiente de esta invencién tiene un
area de superficie del medio de cultivo significativamente mayor, para absorber O, y eliminar CO,. El fondo
troncoconico invertido proporciona una reduccién significativa del volumen de siembra para iniciar un proceso de
cultivo celular. El fondo troncoconico invertido permite la inyeccién con aire en una posicion baja, para conseguir un
tiempo de desplazamiento de las burbujas de aire mas prolongado. Por otra parte, se puede emplear la agitacion
orbital para que el medio de cultivo trepe facilmente por la pared del recipiente sin fuerza de cizalladura y con menos
estrés hidromecanico. Esto crea una capa de medio extensa y delgada, proporcionando una superficie ampliada y
una mayor aireacion y mejor mezcladura. Utilizando este disefio, se han desarrollado sistemas de cultivo en
suspension de pequefio volumen basados en agitacion por sacudidas, de "un solo uso" en plastico o bien
autoclavables en vidrio, sin centro de control sofisticado ni sondas relacionadas. Ademas, se ha estudiado un
prototipo para un sistema de biorreactor industrial de gran volumen basado en impulsor, "facil de optimizar".

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1a es un dibujo de un recipiente de cuerpo ancho de 3 litros, con fondo troncocoénico invertido; volumen de
trabajo = 3 L; area de la superficie del medio de cultivo/volumen del medio de cultivo >0,143 cm2/cm3; volumen
minimo de siembra = 150 ml, 1/20 del volumen de trabajo de 3 litros sefialado.
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La Figura 1b es una fotografia de un recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo
troncoconico invertido, y un recipiente de biorreactor Applikon de fondo plano tradicional en segundo plano.

La Figura 2 es una fotografia de un frasco de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 150 ml, con fondo
troncoconico invertido; volumen de trabajo = 150 ml de medio de cultivo; espacio de aire libre total = 500 ml;
volumen minimo de siembra = 7,5 ml, 1/20 del volumen de trabajo sefialado. Para dar soporte a este sistema se
precisan una plataforma de agitacion por sacudidas, un caudalimetro, un dispositivo para burbujeo de aire en una
posicion baja y una bomba de aire. Este sistema esta disefiado principalmente para cribar, con criterios de robustez
y productividad, candidatos de lineas celulares para produccion, asi como para dar soporte a trenes de siembra.

La Figura 3 es una serie de dibujos de recipientes de cuerpo ancho para cultivo en suspension, con fondos
troncoconicos invertidos que proporcionan un procedimiento de tren de siembra simplificado.

La Figura 4a es un diagrama que muestra problemas de escalamiento y factores que afectan negativamente a la
optimizacion del escalamiento, relacionados con la mezcladura, fuerza de cizalladura, estrés hidromecanico,
aireacion y arrastre de CO,, de biorreactores industriales de tanque agitado de cilindro alto.

La Figura 4b es un diagrama que muestra las ventajas de recipientes de biorreactor de cuerpo ancho con fondo
troncoconico invertido, para el cultivo celular industrial a gran escala.

Descripcion detallada de la invenciéon

Esta invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que, sin utilizar un centro de control sofisticado
ni sondas de OD y de pH relacionadas, células de mamifero adaptadas a suspensién crecian satisfactoriamente
cuando la relacién de area de la superficie del medio de cultivo/volumen del medio de cultivo es superior a
0,14 cm?/cm?®. Este cultivo se realizé en un frasco de agitacion por sacudidas, con inyeccion de aire por el fondo o
aporte de O puro para cobertura, a 37°C, utilizando un medio de suspensioén sin suero, complementado con HEPES
20-25 mM. El descubrimiento antedicho indicaba que los recipientes de cultivo de cuerpo ancho presentan ventajas
en cuanto a aireacion de la superficie del medio con respecto a los recipientes de cultivo de tanque agitado de
cilindro alto tradicionales.

Se han desarrollado muchas lineas celulares de mamifero robustas para cultivo en suspension sin suero y sin
componentes animales. Estas incluyen células CHOD (B11 y DG44), CHOK y NSO (adaptadas a la ausencia de
suero). Ademas, también se han desarrollado potentes medios de cultivo en suspension sin componentes animales
(crecimiento basal y alimentacion). Al afiadir un tampoén no dependiente del CO, tal como el tampén HEPES
20 mM y suficiente aireacion superficial, dejan de ser esenciales para cultivos en suspension de pequefio volumen
un centro de control sofisticado y sondas de oxigeno disuelto (OD) y de pH relacionadas, cuando se emplean
recipientes de cuerpo ancho para cultivo. Los desarrollos precedentes han permitido a los autores de la presente
invencion probar y desarrollar libremente recipientes de biorreactor simplificados y "faciles de optimizar" para el
cultivo en suspension, sin suero, de células de mamifero.

Los autores de la presente invencion han disefiado y construido recipientes de cuerpo ancho para cultivo de 3 litros
(Figuras 1a, b) segun la invencion y de 150 ml (Figura 2) de volumen de trabajo, con fondo troncoconico invertido.
Estos recipientes se han utilizado primeramente como recipientes de cultivo para agitacién por sacudidas, para
cultivar células de mamifero. Sorprendentemente, han funcionado mucho mejor que recipientes convencionales
Applikon de fondo plano para biorreactor, de volumen similar, en términos de densidad celular, productividad de
proteina recombinante, fiabilidad y facilidad de uso. Claramente, la combinacion de agitacion orbital, fondo con forma
troncoconica, cuerpo ancho y medio de cultivo estable al pH ha funcionado favoreciendo el cultivo de células de
mamifero y la produccién de proteina recombinante.

La atencion se centrd primeramente en un frasco de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de pequefia escala,
de 150 ml, con un fondo troncocénico invertido para el cribado, con criterios de robustez, de candidatos de lineas
celulares para produccion. La invencion importante en este apartado era el fondo troncocénico invertido, para lograr
un volumen de siembra reducido para el inicio de un proceso de cultivo celular.

En este estudio, se estudié primeramente un recipiente de cuerpo ancho con fondo troncocénico invertido (Figura 2)
en paralelo a un recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, dotado de un fondo cénico de "punta
aguda" (Corning, n.° de catalogo 431123). Cada recipiente tiene un volumen total de 500 ml y un volumen de trabajo
por disefio de 150 ml. Para este estudio se emplearon células CHO que expresaban la proteina recombinante
VEGFR1-Fc-IL-1ra. Los resultados de la Tabla 1, con lote alimentado, indican que estos recipientes de 150 ml para
agitacion por sacudidas eran buenos para el estudio en suspension a pequefia escala, con lote alimentado. Se logré
un pequefio volumen de siembra de 7,5-15 ml (1/20-1/10 del volumen de trabajo de 150 ml) para el inicio
satisfactorio de un proceso de cultivo celular. El recipiente para agitaciéon por sacudidas dotado de fondo cénico con
"punta aguda" provoco la precipitacion de células, en particular cimulos de células (Tabla 1), en la parte superior del
fondo, lo que indica una mezcla deficiente en esa regién. Por lo tanto, fue abandonado.

También se consideraron angulos de cono eficaces para los recipientes de cultivo con fondo cénico. Se estudio la
influencia del angulo de cono sobre la agitacion orbital, mezcladura del medio de cultivo y volumen de siembra,
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utilizando tubos de centrifugacion cénicos de plastico con distintos angulos de cono (Tabla 2). La agitacion orbital
puede no ser capaz de hacer que el medio de cultivo trepe facilmente por la pared, si el angulo es demasiado
estrecho (por ejemplo, <30 grados) o demasiado amplio (por ejemplo, >70 grados).

Segun la presente invencion, se centrd la atencién en recipientes para cultivo en suspension de 3 litros, sin centro de
control sofisticado ni sondas de OD y de pH relacionadas. La aireacién se efectuaba, o bien mediante inyeccion de
aire en el punto mas bajo del fondo troncocénico invertido, para conseguir un tiempo de desplazamiento de las
burbujas de aire mas prolongado, o bien mediante cobertura con O, puro sobre una gran area de superficie del
medio.

En primer lugar, los autores de la presente invencion hallaron que la agitacion orbital podia hacer que el medio de
cultivo trepara facilmente por la pared del recipiente de cultivo, logrando asi un bajo estrés hidromecanico y creando
una capa de medio extensa y delgada, para conseguir una superficie ampliada, mayor aireacioén y mejor mezcladura.

En este estudio, se construyd un recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo
troncoconico invertido (Figuras 1a, b) y se probd sin centro de control ni sonda de OD relacionada. Se bombe6 a
este recipiente para agitacion por sacudidas aire filtrado (que contenia aproximadamente 21% de O;) para inyectar
aire a un caudal bajo sin originar dafio celular significativo. Como alternativa, se utilizé un caudal muy pequefio de O,
puro a través de un dispositivo de tubo en la parte inferior del recipiente (sirve como monitor de caudal) para generar
burbujas mas grandes, o bien cobertura directa con O».

Para este estudio se emplearon células CHO que expresaban TNFR1-Fc-IL-1ra, [L-18bp-Fc-IL-1ra,
VEGFR1-Fc-IL-1ra y Tie2-Fc-IL-1ra. Sirvieron como frascos de fondo plano para agitacion por sacudidas un
biorreactor Applikon de tanque agitado de fondo plano y 2 litros (Figura 1b, en segundo plano) y un recipiente tipo
damajuana de 20 litros. Cada uno tenia un volumen de cultivo de trabajo de 3 litros y se utilizd6 como testigo.
Las Tablas 3, 4 y 5 resumen los resultados de los recipientes con fondo troncocénico invertido en comparacion con
los resultados de los recipientes de biorreactor Applikon y los recipientes de fondo plano para agitacion por
sacudidas.

Sorprendentemente, el recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas (Tabla 3) ha funcionado
significativamente mejor que el tanque agitado Applikon de fondo plano (Tabla 4) y que los recipientes de fondo
plano para agitacion por sacudidas (Tabla 5). Claramente, el movimiento de agitacion orbital es capaz de empujar
facilmente el medio de cultivo hacia arriba por la pared del recipiente, sin fuerza de cizalladura y menos estrés
hidromecanico, y crea una capa de medio extensa y delgada, para una mayor aireacion.

También se consideraron el disefio, el analisis y el estudio de prototipo de un biorreactor industrial de cuerpo ancho
de tanque agitado, basado en impulsor, de gran volumen, con fondo troncocoénico invertido. La aplicacion del fondo
troncoconico invertido contribuye significativamente a un volumen de siembra reducido (Figura 3) asi como a una
mejor mezcladura con menos estrés hidromecanico y fuerza de cizalladura minima. Ademas, la mayor area de
superficie del disefio contribuye ciertamente a una mejor aireacion y a un arrastre de CO» mas eficaz (Figuras 4a, b).
El objetivo de los autores de la presente invencion era crear biorreactores industriales estables de mayor tamafio,
mas faciles de optimizar y que utilizasen un volumen de siembra significativamente reducido. La Figura 4a muestra
los problemas de escalamiento y los factores que afectan negativamente a la optimizacion del escalamiento
relacionados con la mezcladura, la fuerza de cizalladura, el estrés hidromecanico, la aireacion y el arrastre de CO».
Estos factores hacen mas dificil la optimizacion del escalamiento, en particular para biorreactores industriales de
gran volumen. Tras el analisis, los autores de la presente invencion han concluido que, al menos en teoria,
un recipiente de cuerpo ancho con fondo cénico no solo mejora la optimizacion del escalamiento (por ejemplo, una
mejor mezcladura con menos estrés hidromecanico y minima fuerza de cizalladura) (Figura 4b), sino que también
reduce el volumen de alimentacion de recipientes de biorreactor de tanque agitado accionados por impulsor
(Figura 3). Para una velocidad de agitacion dada, el fondo troncocénico invertido del recipiente y el area de
superficie aumentada mejoran conjuntamente el proceso de optimizacion del escalamiento.

Ejemplo 1 (comparativo)
Estudio de recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 150 ml, con fondo troncocénico invertido

El uso de recipientes de agitacion por sacudidas, de pequefia escala, para el cultivo con lote alimentado de
candidatos a linea celular CHO de produccion, constituye un enfoque importante para el cribado, con criterios de
robustez y alta productividad, de lineas celulares de produccion. En este estudio se probaron recipientes de cuerpo
ancho para agitacion por sacudidas, de 150 ml, con fondo troncocoénico invertido (Figura 2) en paralelo a frascos de
cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, con fondo conico "de punta aguda" invertido (Corning, n.° de catalogo
431123). Los resultados para lote alimentado (Tabla 1) indicaron que estos frascos para agitacion por sacudidas, de
150 ml, eran adecuados para el estudio en suspension, con lote alimentado, a pequefia escala. Se logré un pequefio
volumen de siembra (1/20 del volumen de trabajo). Los titulos de expresién eran comparables a los del biorreactor
de 2 litros. El recipiente para agitacion por sacudidas con el fondo cénico de "punta aguda" invertido provocé una
notable precipitacion de células, en particular cimulos celulares de gran tamario, lo que demostraba una mezcla
deficiente en la zona de la punta inferior. Por esta razén, los autores de la presente invencién abandonaron el uso
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del fondo cénico de "punta aguda" invertido y han adoptado el fondo troncocénico invertido.

Tabla 1: Se colocaron los recipientes de cultivo en una plataforma de agitacion por sacudidas a una velocidad de
100 rpm. La alimentacion (4,5 ml) comenzé el dia 7 cuando el volumen del cultivo del lote llegd a 90 ml durante

dos dias.

Fondo del | Linea Volumen |Densidad |Antesdela |Despuésde |Findel Titulo de | Precipitacion
recipiente | celular de de siembra | alimentacion | la cultivo en el |expresion | de células o
siembra eneldia7 alimentacién | dia 11 (mg/L) cumulos de
eneldia9 células en el
fondo
fondo CHO que |15 ml 140,2x10° | 6,0+0,8x10° |10,2+1,5x10° | 7,1+0,9x10° |128+8,0 |no
tronco- expresa células/ml | células/ml células/ml células/ml
conico VEGFR1-
Fc-IL-1ra
fondo CHO que |15 ml 140,2x10° | 6,5+0,7x10° |9,9+1,3x10° |6,8x10™ 118+0,6 |si
cénico de |expresa células/ml | células/ml células/ml células/ml
punta VEGFR1-
aguda Fc-IL-1ra

Ejemplo 2 (comparativo)
Estudio de recipientes de cultivo con fondo cénico invertido para distintos angulos de cono

Se estudié la influencia del angulo de cono del fondo cénico sobre la agitacion orbital, la mezcladura del medio y el
volumen de siembra, utilizando tubos de centrifugacion conicos de plastico con distintos angulos de cono, en una
plataforma de agitacion por sacudidas (Tabla 2). La agitacion orbital podria no ser capaz de hacer que el volumen de
cultivo trepara facilmente por la pared del vaso y formara una capa extensa y delgada con una superficie ampliada,
si el angulo era demasiado estrecho o demasiado amplio. Por ejemplo, no era significativamente diferente de los
recipientes de fondo plano si el angulo era demasiado ancho (por ejemplo, >70 grados). Tampoco era muy diferente
de los recipientes de fondo plano si el angulo era demasiado estrecho (por ejemplo, <30 grados). Los resultados de
la Tabla 3 sugerian que un angulo de 30 grados con la pared del cilindro tal vez fuera probablemente el angulo
minimo para una agitacion orbital y mezcladura eficaces. De acuerdo con el calculo, con un angulo de cono
>70 grados no se consiguié una reduccion significativa del volumen de siembra con respecto a los recipientes de
cultivo de fondo plano normales, por lo que se abandono.

Tabla 2: Estudio de recipientes de fondo conico con distintos angulos, con respecto a la agitacion orbital y
mezcladura eficaces, y el volumen de siembra. Nota: para este estudio se utilizaron células CHO que expresaban
TNFR2-Fc-IL-1ra.

Marcayn.° | Angulo medido | Descripcion del Volumen Efecto sobre Efecto sobre la | Efecto sobre
de catalogo angulo de cono total la agitacion mezcladura el volumen de
orbital siembra

Corning, n.° | el fondo cénico | estrecho 250 ml no agita bien precipitacion sin problemas
de catalogo | forma un en el apice
43776 angulo de 30

grados con la

pared del

cilindro
Kendall, n.° el fondo amplio 50 ml agita bien sin sin problemas
de catalogo | troncocoénico precipitacion
20820 forma un tanto a baja

angulo de 40 velocidad

grados con la como a alta

pared del velocidad

cilindro
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Marcayn.° | Angulo medido | Descripcion del Volumen Efecto sobre Efecto sobre la | Efecto sobre
de catalogo angulo de cono total la agitacion mezcladura el volumen de
orbital siembra

Corning, n.° | el fondo amplio 500 ml agita muy precipitacion sin problemas
de catalogo | troncocoénico bien en el apice a
431123 forma un baja velocidad

angulo de 40

grados con la

pared del

cilindro
hecho a el fondo amplio 500 ml agita muy sin sin problemas
medida troncocoénico bien precipitacion

forma un tanto a baja

angulo de 40 velocidad

grados con la como a alta

pared del velocidad

cilindro
hecho a el fondo amplio 3.000 ml agita muy sin sin problemas
medida troncocoénico bien precipitacion

forma un tanto a baja

angulo de 45 velocidad

grados con la como a alta

pared del velocidad

cilindro

Ejemplo 3 (invencion)
Estudio de recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo troncocoénico invertido

Se ensambld un recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo troncocénico
invertido, conjuntamente con un dispositivo de burbujeo de O; por tubo o de inyeccion de aire (Figuras 1a, b).
El medio de cultivo en el volumen de trabajo tiene un area de superficie mayor para que el medio absorba O
(>0,143 cm? de area superficial por cm? de volumen de medio). El fondo troncocénico invertido permite un dispositivo
de inyeccion de aire en una posicion baja, para conseguir un tiempo de desplazamiento del aire (que contiene
aproximadamente 21% de O,) mas prolongado (Figuras a, b). El dispositivo de burbujeo de Oz por tubo en la parte
inferior sirve como monitor de bajo caudal para un caudal muy bajo de aporte de O» puro a la superficie del medio.
El movimiento de agitacion orbital puede hacer que el volumen de cultivo trepe con facilidad por la pared conica del
fondo y cree una capa de medio extensa y delgada, para conseguir un area mayor de la superficie del medio y una
mejor aireacion.

Los autores de la presente invencidon han empleado rutinariamente lineas celulares CHO que expresan
TNFR1-Fc-IL-1ra, IL-18bp-Fe-IL-1ra, VEGFR1-Fc-IL-1ra y Tie2-Fc-IL-1ra para producir materiales de ensayo en
animales. Para la produccion rutinaria se empleaban los anteriormente mencionados recipiente de cuerpo ancho
para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo troncocénico invertido, biorreactor Applikon de tanque agitado de
fondo plano, de 2 litros, y recipiente de cultivo de tipo damajuana para agitacion basada en sacudidas, de 20 litros.
Las Tablas 3, 4 y 5 resumen todos los resultados de los recipientes con fondo troncoconico invertido, comparados
con los resultados del recipiente de biorreactor Applikon de fondo plano y del recipiente de fondo plano para
agitacion por sacudidas.

Sorprendentemente, el recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, con fondo troncocénico invertido,
(Tabla 3) funciono significativamente mejor que el tanque agitado de fondo plano Applikon (Tabla 4) y que el
recipiente para agitacion por sacudidas (Tabla 5). Claramente, el movimiento de agitaciéon orbital es capaz de
empujar el medio de cultivo para que trepe facilmente por la pared del recipiente sin fuerza de cizalladura y con bajo
estrés hidromecanico, creando una capa de medio extensa y delgada, para una mayor aireacion.

El recipiente de cuerpo ancho para cultivo, de agitacion por sacudidas, con fondo troncocoénico invertido, ha sido
disefiado para ser mejor que el biorreactor de bolsa de plastico "Wave" recientemente desarrollado. El analisis de los
autores de la presente invencién ha demostrado que es similar a "Wave" con una extensa area de superficie para la
absorcion de O; y la eliminacion de CO». No obstante, la agitacion orbital junto con el fondo troncoconico del
recipiente hace que el medio de cultivo trepe facilmente por la pared del vaso y cree una capa de medio de cultivo
extensa y delgada, para conseguir una aireacion ampliada de la superficie del medio. De manera analoga a "Wave",
se trata de recipientes de plastico "de un solo uso". Sin embargo, es mejor que "Wave" debido al volumen de
siembra significativamente reducido para iniciar un proceso de cultivo celular dado. También es mejor que "Wave" el
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hecho de que se sitle un dispositivo de inyeccion de aire en el fondo troncocénico, para prolongar significativamente
el tiempo de desplazamiento de las burbujas de aire. Aunque los autores de la presente invencién no han
comparado "Wave" directamente con el recipiente de cuerpo ancho para cultivo, con fondo troncocénico invertido, en
términos de densidad celular, rentabilidad y facilidad de uso, todos los datos indirectos han apuntado a que el
recipiente de cuerpo ancho para cultivo, con fondo troncocénico invertido, es mucho mejor que "Wave" en todos los
aspectos mencionados.

Tabla 3: El recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo troncocénico invertido,
junto con un dispositivo de burbujeo de O; por tubo o inyeccién de aire, se utilizd para la produccion rutinaria, con
lote alimentado, de materiales para ensayo en animales utilizando lineas celulares CHO que expresan

TNFR1-Fc-IL-1ra, IL-18bp-Fc-IL-1ra, VEGFR1-Fc-IL-1ra y Tie2-Fc-IL-1ra.

Modo de Células Volumen | Densidad Duracion Volumen de Titulo final | Rendimiento

aporte CHO que de celular total del células por tincién | de

de gas expresan siembra | maxima cultivo empaquetadas | de punto purificacién
(vee) % (+ tras final

dilucion)

inyeccion de TNFR1- 300 ml 20,416,0x10° 13 dias 4,2% 518 mg/ml | 77 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicién baja

inyeccion de IL-18bp- 300 ml 18,8+0,6x10° 14 dias 4,0% 518 mg/ml | 65 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicion baja

inyeccion de VEFR1- 300 ml 15,0+0,3x10° 14 dias 3,5% 256 mg/ml | 66 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicién baja

inyeccion de Tie2-Fc- 300 mi 10,0+0,3x10° 15 2.2% 128 mg/ml | 42 mg/L

aire en IL-1ra células/ml

posicion baja 1

cobertura TNFR1- 300 mi | 15,0+0,3x10° 14 dias 3,4% 518 mg/ml | 73 mg/L

con Oy Fc-IL-1ra células/ml

cobertura IL-18bp- 300 mi 9,0+0,9x10%° 15 dias 2,3% 518 mg/ml | 66 mg/L

con Oy Fc-IL-1ra células/ml

cobertura VEFR1- 300 ml 18,0+0,7x10° 13 dias 3,8% 256 mg/ml | 67 mg/L

con Oy Fc-IL-1ra células/ml

cobertura Tie2-Fc- 300 ml 12,0+0,5x10° 14 dias 2,8% 128 mg/ml | 39 mg/L

con Oy IL-1ra células/ml

Tabla 4: Se empled rutinariamente un recipiente de biorreactor de tanque agitado de fondo plano Applikon, de
2 litros, para la produccion rutinaria, con lote alimentado, de materiales de ensayo en animales mediante el empleo
de lineas celulares CHO que expresan TNFR1-Fc-IL-1ra, IL-18bp-Fc-IL-1ra, VEGFR1-Fc-IL-1ra y Tie2-Fc-IL-1ra.

Se resumen aqui como testigos algunos de los resultados.

Modo de Células Volumen | Densidad Duracion Volumen de Titulo final | Rendimiento

aporte CHO que de celular total del células por tincién | de

de gas expresan siembra | maxima cultivo empaquetadas | de punto purificacién
(vee) % (+ tras final

dilucion)

inyeccion de TNFR1- 800 ml 9,4+6,0x107° 13 dias 2.2% 256 mg/ml | 44 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicion baja

inyeccion de IL-18bp- 800 ml 8,8+0,7x10° 12 dias 2,0% 256 mg/ml | 41 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicion baja

inyeccion de VEFR1- 800 ml 10,0+0,7x10° 12 dias 2,3 256 mg/L | 42 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicion baja
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Modo de Células Volumen | Densidad Duracion Volumen de Titulo final | Rendimiento

aporte CHO que de celular total del células por tincién | de

de gas expresan siembra | maxima cultivo empaquetadas | de punto purificacién
(vee) % (+ tras final

dilucion)

inyeccion de Tie2-Fc- 800 ml N/A N/A no crecio N/A N/A

aire en IL-1ra

posicion baja

inyeccion de TNFR1- 800 ml 8,0+0,3x10° 13 dias 1,8% 256 mg/ml | 46 mg/L

O puro en Fc-IL-1ra células/ml

posicion baja

inyeccion de IL-18bp- 800 ml 9,0+0,9x10%° 12 dias 2,0% 256 mg/ml | 42 mg/L

O puro en Fc-IL-1ra células/ml

posicion baja

inyeccion de VEFR1- 800 ml N/A N/A contaminado N/A N/A

O puro en Fc-IL-1ra

posicion baja

inyeccion de Tie2-Fc- 9,1+0,3 10° 13 dias 2.2% 128 mg/L 27 mg/L

O puro en IL-1ra células/ml

posicion baja

Tabla 5: También se empled rutinariamente un recipiente de cultivo de tipo damajuana para agitacion basada en
sacudidas, con dispositivo de burbujeo de O; por tubo o inyeccion de aire, de 20 litros, para la produccién rutinaria,
con lote alimentado, de materiales de ensayo en animales mediante el empleo de lineas celulares CHO que
expresan TNFR1-Fc-IL-1ra, IL-18bp-Fc-IL-1ra, VEGFR1-Fc-IL-1ra y Tie2-Fc-IL-1ra. Se resumen aqui como testigos
algunos de los resultados.

Modo de Células Volumen |Densidad Duracion Volumen de Titulo final | Rendimiento

aporte CHO que |de celular maxima | total del células por tincién | de

de gas expresan siembra cultivo empaquetadas |de punto purificacién
(vee) % (+ tras final

dilucion)

inyeccion de TNFR1- 800 ml 9,0+3,0x10° 9 dias 2,0% 256 mg/ml |40 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicion baja

inyeccion de IL-18bp- 800 ml 8,8+0,6x10° 8 dias 2.2% 256 mg/ml |42 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicion baja

inyeccion de VEFR1- 800 ml 10,0+0,3x10° 8 dias 2.2% 256 mg/ml |38 mg/L

aire en Fc-IL-1ra células/ml

posicién baja

inyeccion de Tie2-Fc- 800 ml 9,0+0,3x10%° 9 dias 2,0% 128 mg/ml |26 mg/L

aire en IL-1ra células/ml

posicion baja

cobertura con | TNFR1- 800 ml 10,0+0,3x10° 9 dias 2,4% 256 mg/ml |41 mg/L

02 Fc-IL-1ra células/ml

cobertura con | IL-18bp- 800 ml 9,0+0,9x10° 9 dias 2,3% 256 mg/ml |39 mgl/l

02 Fc-IL-1ra células/ml

cobertura con |VEFR1- 800 ml 8,9+0,7x107° 10 dias 2.2% 256 mg/ml |40 mg/L

02 Fc-IL-1ra células/ml

cobertura con | Tie2-Fc- 800 ml 10,0+0,5x10° 10 dias 2.2% 64 mg/ml 27 mg/L

02 IL-1ra células/ml

Ejemplo 4
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Dos ejemplos detallados de partidas de TNFR1-Fc-IL-1ra por lote alimentado, utilizando un recipiente de cuerpo
ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo troncocénico invertido, y un biorreactor de fondo plano
Applikon de 2 litros

Se emplearon un recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo troncocénico
invertido, junto con dispositivo de burbujeo de O por tubo, y un biorreactor Applikon de fondo plano de 2 litros, para
producir TNFR1-Fc-IL-1ra en medio de suspensién con suero. Se usé la modalidad de lote alimentado. La Tabla 6
muestra los resultados. Nota: vce 2% = 9,6x10° células/ml. Se demostré la clara ventaja del recipiente de cuerpo
ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo troncoconico invertido, con respecto al biorreactor
Applikon de fondo plano de 2 litros.

Tabla 6: Se emplearon un recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo
troncoconico invertido, junto con dispositivo de burbujeo de O; por tubo, y un biorreactor Applikon de fondo plano, de
2 litros, para producir TNFR1-Fc-IL-1ra en medio de suspension con suero. Se uso6 la modalidad de lote alimentado.
La Tabla 6 muestra los resultados. Nota: vce 2% (volumen de células empaquetadas) = 9,6x10° células/ml.
Se demostro la clara ventaja del recipiente de cuerpo ancho para agitacion por sacudidas, de 3 litros, con fondo
troncoconico invertido, con respecto al biorreactor Applikon de fondo plano de 2 litros.

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

fondo sembrado | vce vce vce vce vce vce vce vce vce vce vce
tronco- |[vce 0,2% [0,2% |0,5% [1,0% [1,8% (22% (22% |2,3% |2,8% |3,0% |26% |2,2%
conico

fondo sembrado | vce vce vce vce vce vce vce vce vce
plano vce 0,2% [0,2% [04% [09% [16% (20% (21% |2,0% |18% |1,6%
Applikon
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REIVINDICACIONES

1. Un recipiente para cultivo celular que comprende una carcasa que define una camara que incluye un fondo
troncoconico invertido y un cuerpo cilindrico que se extiende hacia arriba desde el fondo troncocénico invertido,
teniendo la camara un eje vertical, en donde el fondo troncocénico invertido tiene una pendiente, una parte superior
y una parte de fondo opuesta, teniendo dicha parte de fondo un diametro interno mayor que la parte superior, y en
donde las dimensiones del diametro interno de la parte superior, del diametro interno de la parte de fondo, del
diametro interno del cuerpo cilindrico, de la altura del fondo troncocénico invertido y de la altura del cuerpo cilindrico
son 40 mm, 250 mm, 250 mm, 90 mm y 110 mm, respectivamente.

2. Un sistema para cultivar células, que comprende un recipiente segun la reivindicacién 1 y una plataforma de
agitacion orbital o impulsores.

3. Un método para cultivar células vivas, que comprende los pasos de:

(a) proporcionar un recipiente segun la reivindicacion 1;

(b) introducir un medio de cultivo liquido de trabajo en el recipiente;

(c) introducir en el recipiente un cultivo de siembra que contiene células de interés; y

(d) cultivar las células en condiciones adecuadas, en donde la relacion de area de respiracion de Oz/volumen de
medio de cultivo no es inferior a 0,14 cm¥em?.

4. El método segun la reivindicacion 3, en donde la relacion de volumen de medio de cultivo liquido de
trabajo/volumen de cultivo de siembra no es superior a 1/10.

5. El método segun la reivindicacion 3, en donde el medio de cultivo liquido de trabajo contiene un medio sin suero
que tiene HEPES 20 mM no dependiente de CO3, o equivalentes, para mantener estable el pH del cultivo.
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