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ES 2663202 T3

DESCRIPCION
Un método para aumentar oxigeno disuelto en un recipiente de cultivo
Solicitud relacionada

Esta solicitud es la continuacion de la solicitud de patente PCT/US06/22312 titulada "recipientes para cultivo en
suspension”, presentada el 08 de junio de 2006.

Campo de la invencion
Se describe proporcionar un método para producir biorreactores eficaces.
Antecedentes de la invencion

En el anterior descubrimiento de los autores de la presente invencion, descrito en la solicitud de patente
PCT/US06/22312 titulada "recipientes para cultivo en suspension"”, los autores de la presente invencion han descrito
un recipiente de cuerpo ancho para cultivo, con un fondo troncoconico invertido, sobre una plataforma de agitacion
orbital, para el cultivo en suspension de células de mamifero. Sorprendentemente, este sistema era
significativamente mejor que el biorreactor clasico y los frascos de fondo plano para agitacion por sacudidas. Los
autores de la presente invencién han descrito que este sistema hace que el medio de cultivo trepe facilmente por la
pared del recipiente con menos estrés hidromecanico. Este sistema crea una capa extensa y delgada de medio de
cultivo, proporcionando una superficie ampliada, mayor aireacion y mejor mezcladura.

Curiosamente, los autores de la presente invencion no conocian el mecanismo de accion exacto de este sistema de
recipiente de fondo troncocénico basado en agitacion por sacudidas. Los autores de la presente invencién han
descubierto ahora el mecanismo de accién. Basandose en el mecanismo de accién, en concreto un método para
aumentar el nivel de oxigeno disuelto en medio de cultivo, los autores de la presente invencién han disefiado y
probado varios tipos de biorreactores para cultivo de células de mamifero.

Compendio de la invencion

Se describe el mecanismo de accion de recipientes para cultivo en suspension con un fondo troncoconico invertido o
de tronco invertido descritos con anterioridad (solicitud de patente PCT/US06/22312). Se describe proporcionar un
método para aumentar oxigeno disuelto (OD) en medio de cultivo, que constituye una base para disefar y fabricar
biorreactores eficaces para cultivo de células de mamifero.

La invencién se refiere a un método para producir burbujas microscépicas de aire u oxigeno en un medio de cultivo
tal como se relata en la reivindicacion 1. La invencién también se refiere a un método para oxigenar un medio de
cultivo tal como se relata en la reivindicacion 2. La invencion también trata de aparatos y dispositivo para cultivo
celular y dispositivo tal como se relata en las reivindicaciones 7, 8 y 15, y de un método para cultivar en suspension
células de mamifero tal como se relata en la reivindicacion 10.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Un recipiente de cuerpo ancho con fondo troncocénico invertido para cultivo en suspension de células de
mamifero.

Figura 2a llustracion de la tecnologia Flurometrix de deteccion de OD/pH mediante sensor en parche.
Figura 2b Sistema Fluorometrix de deteccién de OD/pH mediante sensor en parche.

Figura 3 Recipiente de cultivo de 150 ml de volumen de trabajo, con fondo troncocénico invertido, sobre plataforma
de agitacion por sacudidas.

Figura 4 Uso de bomba de aire para burbujear el medio de cultivo en estado estatico con el fin de aumentar el nivel
de OD.

Figuras 5a, b, ¢, d, e Una camara digital Nikon ha captado caracteristicas instantaneas de la superficie del medio. En
un momento preciso, todas las imagenes mostraban el nivel de la superficie del medio inclinado, principalmente
sobre un lado de la pared del recipiente. Estas caracteristicas del movimiento del medio aumentan el OD en el
medio de cultivo al "barrer" de manera repetitiva o lavar la superficie lisa, expuesta al aire, del recipiente.

Figuras 6a, b Al utilizar movimiento de rodadura de tubos de plastico inclinados, el medio de cultivo dentro del tubo
"barre" o lava de manera repetitiva la superficie lisa, expuesta al aire, de la pared del vaso. Este movimiento
aumenta rapidamente hasta 100% el OD en el medio.

Figura 7 Mediante el uso de tubos de plastico con fondo troncocénico invertido (diametro 3 cm), células CHOK
cultivadas en suspension alcanzaron facilmente un vce (volumen de células empaquetadas) de 2,2% en 4 dias de
cultivo sobre plataforma de agitacién por sacudidas ajustable, con OD de 100% constante. Esto cre6 un sistema de
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minibiorreactor eficaz para cribar, con criterios de robustez, clones celulares.
Figura 8a Un biorreactor autorrodante en forma de bola con movimiento de vaivén, para mezclar el medio de cultivo.

Figura 8b Un biorreactor autorrodante en forma de bola sobre una plataforma de agitacion orbital para mezclar el
medio de cultivo.

Figura 8c Un biorreactor autorrodante en forma de cono con railes orbitales que sobresalen en el interior.
Figura 9a Base de recipiente de 10 litros con fondo troncocénico invertido para bolsa de cultivo de plastico.
Figura 9b Base de recipiente de 10 litros con fondo troncocénico invertido.

Figura 10a Sistema actual Flurometrix de minibiorreactor de alto rendimiento para cribado con criterios de robustez y
optimizacién de proceso, de clones celulares.

Figura 10b Pocillos multiples con fondo troncocénico para agitacion basada en sacudidas, para cribar, con criterios
de robustez, lineas celulares.

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento previo de que, sin utilizar un centro de control
sofisticado ni sondas de OD y de pH relacionadas, células de mamifero adaptadas a suspension crecian
significativamente mejor en recipientes de cultivo con un fondo troncoconico invertido o fondo de tronco invertido
sobre una plataforma de agitacion por sacudidas con cierta longitud de movimiento, que en un biorreactor Applikon
clasico asi como en frascos de agitacién por sacudidas de fondo plano (Figura 1).

Para estudiar su mecanismo de accion, los autores de la presente invencion han empleado sensor de OD, sensor de
pH y su sistema de deteccién (www.flurometrix.com) (Figuras 2a, b). También han empleado una camara digital
(Nikon) para captar y estudiar el movimiento detallado del medio de cultivo durante el movimiento de agitacién por
sacudidas en los recipientes con fondo troncocénico.

En primer lugar, los autores de la presente invencion midieron el OD del medio de cultivo en un recipiente de 150 ml
de volumen de trabajo, con fondo cénico invertido (Figura 3). Descubrieron que el nivel de OD alcanzaba facilmente
100% (Tabla 1). Después utilizaron una bomba de aire para burbujear el medio de cultivo en un mismo recipiente en
estado estatico (Figura 4). Sorprendentemente, no se consiguié alcanzar 100% en un periodo de tiempo razonable
(Tabla 2). Los autores de la presente invencion quedaron muy sorprendidos por este fendbmeno ya que
rutinariamente utilizaban el método de burbujeo de aire para calibrar la sonda de OD en el biorreactor Applikon de 3
litros y asumian que el OD alcanzaba 100%. Debe existir un mecanismo de accién detras de este fenémeno.

Tabla 1 Se anadié6 medio de cultivo fresco a un recipiente de cultivo de 150 ml de volumen de trabajo, con fondo
troncoconico invertido, con agitacién por sacudidas a 120 r. p. m. (Figura 3). Cada 30 minutos se midi6 el OD.

Tiempo (minutos) 0 30 30 30

% de OD 45 75 92 100

Tabla 2 Se anadié6 medio de cultivo fresco a un recipiente de cultivo de 150 ml de volumen de trabajo, con fondo
troncoconico invertido, sin agitar. Se utilizé burbujeo de bomba de aire para anadir OD al medio (Figura 4). Cada
30 minutos se midié el OD.

Tiempo (minutos) 0 30 30 30

% de OD 45 52 55 75

En busca de la respuesta, los autores de la presente invencién utilizaron una camara de alta velocidad para captar el
movimiento instantaneo del medio de cultivo en los recipientes de cultivo con fondo troncocdnico invertido durante la
agitacion por sacudidas (Figuras 5a, b, ¢, d) (Figura 3). Todas las imagenes mostraron claramente que, en un
instante dado, el medio de cultivo se encuentra principalmente en un lado de los recipientes de cultivo, mientras que
la mayor parte del otro lado esta expuesta al contacto con el aire. Gracias al fondo cénico invertido, el movimiento de
agitacion por sacudidas mueve facilmente el medio de cultivo haciendo que trepe por un lado de la pared del
recipiente. Esto crea un movimiento circular de la corriente de medio, "barriendo" o lavando repetidamente la pared
del recipiente expuesta al aire. Los autores de la presente invencién plantearon la hipétesis de que este movimiento
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circular y su "barrido" repetitivo aumentaban el OD en el medio de cultivo.

El oxigeno disuelto (OD) se encuentra en burbujas microscépicas de oxigeno que se mezclan en el agua o el medio
de cultivo y se sitdan entre las moléculas de agua. En el caso de lo que antecede, es posible que pequefias burbujas
de oxigeno se hayan absorbido en la superficie lisa de vidrio o de plastico y hayan formado asi una capa
microscopica de burbujas de oxigeno durante el periodo de exposicion instantanea al aire. A continuacion, los
autores de la presente invencién plantearon la hipétesis de que la capa de burbujas de aire formada de manera
instantanea en la superficie lisa es tan pequefia que se asemeja al tamafo de burbuja microscopica de OD en el
agua. Esta capa de burbujas microscopicas es luego "barrida" o arrastrada por la corriente del medio circulante,
haciendo que el oxigeno se disuelva facilmente en el agua. Este movimiento circular ocurre una y otra vez debido a
la parte inferior troncoconica y al movimiento de agitacién por sacudidas, aumentando asi el nivel de DO mas
eficazmente que el burbujeo directo de aire en el interior del medio, con inyeccién incluida.

Para probar esta hipoétesis, los autores de la presente invencion han empleado tubos de plastico de 12 ml (NUNC)
con 4 ml de medio de cultivo y un tambor que giraba a una velocidad de 60 r. p. m. (Figuras 6a, b). Después de girar
durante poco mas de 10 minutos, todas las muestras de medio en los tubos habian alcanzado 100% de OD. Este
estudio demostr6 que el medio de cultivo o la corriente de medio que barren repetidamente o entran en contacto con
la superficie lisa expuesta al aire, con cierta velocidad o fuerza, aumentan de manera sorprendentemente eficaz el
OD en el medio de cultivo.

Los autores de la presente invencién cultivaron después en suspension células CHOK en los tubos del tambor
giratorio, a velocidades de 60 y 100 r. p. m. durante 4 dias. Como se esperaba, el OD alcanz6 100% en todos los
casos durante estos 4 dias de cultivo. Sin embargo, las células no crecieron en absoluto. Por lo tanto, los autores de
la presente invencidn llegaron a la conclusién de que, para un cultivo celular en suspensién 6ptimo, debe ser
necesaria una mezcla eficaz ademas de suficiente OD en el medio. A continuaciéon, los autores de la presente
invencion cultivaron las células en tubos de centrifuga de 50 ml (NUNC) con fondo troncocénico invertido, sobre una
plataforma de agitacion ajustable, durante 4 dias (Figura 7). Todas las células crecieron y alcanzaron facilmente un
volumen de células empaquetadas (vce) de 2,2%. Este resultado indicé que para un cultivo celular en suspensién
optimo se requiere movimiento de mezcladura ademas de suficiente OD.

Basandose en los antedichos descubrimientos, los autores de la presente invenciéon han disefiado varios tipos de
biorreactores para la construccién de prototipo. Para cada tipo, los autores de la presente invencién han incorporado
el método para aumentar el OD en el medio de cultivo mediante el uso repetido de corriente de medio para barrer
con fuerza o entrar en contacto con la superficie lisa expuesta al aire, junto con suficiente movimiento de mezcladura
del medio en cuestién (Figuras 8a, b, c). Los detalles se describen mas ampliamente en el Ejemplo-4.

Los autores de la presente invencion han examinado también los detalles de un proceso de cultivo por lotes
utilizando una linea de células CHOK en suspension que expresan TNFR2-Fc-IL-1ra, en un medio de cultivo en
suspensioén sin suero. Se demostr6 claramente que los recipientes de cultivo con fondo troncocénico invertido eran
ideales con un nivel 6ptimo de OD, densidad celular y rendimiento del producto (Tabla 3). Los detalles también se
describen en el Ejemplo 1.

Ejemplo 1
Cultivo por lotes para estudiar recipiente de 150 ml de volumen de trabajo con fondo troncocénico invertido

Se realiz6 durante 8 dias el uso de recipientes a pequefia escala para agitacion por sacudidas, de 150 ml de
volumen de trabajo, para el cultivo por lotes de una linea celular CHO de produccion que expresa candidatos a
farmacos de TNFR2-Fc-IL-1ra, en medio de cultivo BO01 libre de suero. Se midi6 cada dia el OD utilizando el
sistema Flurometrix de deteccién de OD mediante sensor en parche (Figuras 2a, b). Ademas del uso del sistema
Flurometrix de deteccion, también se detect6é el pH mediante un pH-metro portatil (Figura 2b). La glucosa se midié
con un medidor de glucosa de un solo toque (Figura 2b). La Tabla 3 muestra claramente que los recipientes de
cultivo con fondo troncoconico invertido eran ideales, con niveles éptimos de OD, densidad celular y rendimiento del
producto.
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Tabla 3 Seguimiento simultaneo de OD, pH, glucosa, velocidad de mezcladura y temperatura en un proceso de
cultivo por lotes en un recipiente de 150 ml de volumen de trabajo, con fondo troncocénico invertido.

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8
% de OD 100 100 100 100 100 100 100 100
pH 7,5 7,4 7,0 6,8 6,6 6,6 6,7 6,8
Glucosa 1,5 1,5 1,2 0,8 0,5 0,3 0,2 0,1
g/L

Temperatura 37 37 37 34 34 34 34 34
Velocidad de 120 120 120 120 120 120 120 120

mezcladura r. p. m.

Titulo de expresion 22 55 115 220 415 530 705 750
mg/L

Densidad de células | 0,3% 0,7% 1,5% 2,8% 3,2% 3,6% 3,2% 2,8%
% de vce

Ejemplo 2

Fabricacion de bolsas de plastico de un solo uso para cultivo celular sobre bases de recipiente para biorreactor con
fondo troncoconico invertido

Se disefaron y se construyeron bases de recipiente para biorreactor con fondo troncocénico invertido y bolsas de
plastico blando (Figuras 9a, b). Estas bases y bolsas fueron disefiadas para ser utilizadas en plataformas de
agitacion por sacudidas con longitud de movimiento ajustable. El fondo troncoconico disefiado, junto con la
plataforma de agitacién por sacudidas ajustable, tenian como objetivo hacer que el medio de cultivo trepara lo mas
alto posible y lo mas facilmente posible (uso de minima energia de agitacién) para aumentar el nivel de OD en el
medio y superar el reto de lograr un alto nivel de uso de O2 en condiciones de cultivo con alta densidad de células.
Se han disefiado para la construccion y prueba de prototipo bases para recipientes y bolsas de pléstico de 3, 10, 20,
40, 100, 500 y 1.000 litros. El objetivo de los autores de la presente invencién es construir biorreactores de cultivo de
mamifero de un solo uso y sin fuerza de cizalladura, que sean econémicos, para usos de 1+D e industriales.

Ejemplo 3

Disefio de placa de muiltiples pocillos basada en agitacion por sacudidas, con fondo troncoconico invertido, para
cribar clones de produccién, con criterios de robustez, tras el cribado por titulo de expresién de proteina con alto
rendimiento

La robustez de una linea celular de produccién es importante para la estabilidad del proceso de escalamiento y el
rendimiento Ultimo de expresién de un farmaco proteico dado. Entre las lineas celulares de alta expresion,
seleccionadas de miles de clones celulares, algunas de ellas son lineas celulares robustas que satisfacen los
requisitos para células de produccion industrial. Las lineas celulares robustas seleccionadas pueden crecer con alta
densidad durante mas tiempo, y generar asi un titulo de expresion >10 veces superior al titulo de expresion del clon
celular originalmente cribado.

El sistema actual de minibiorreactor (www.flurometrix.com) para el cribado con criterios de robustez de linea celular y
optimizacién del proceso (Figura 10a) no esta optimizado para un crecimiento celular con alta densidad de células y
no presenta un nivel de OD o6ptimo para dar apoyo a una poblacién de células con alta densidad. Por lo tanto, no
realiza el cribado de clones celulares robustos. Sin suficiente OD en el medio, no es posible optimizar un proceso de
lote alimentado con alta densidad celular.

Gracias al movimiento de agitacién por sacudidas y el fondo troncoconico de los pocillos de cultivo, la placa de
multiples pocillos disefiada, sobre la plataforma de agitacion por sacudidas (Figura 10b), proporcionara suficiente OD
en el medio para apoyar un crecimiento de alta densidad de células, pudiéndose asi seleccionar la capacidad Ultima
de una determinada linea celular para crecer en la densidad mas alta, y distinguirla de clones celulares no robustos.
Este sistema es facil de manejar y ademas muy econémico.
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Ejemplo 4

Disefio de biorreactores eficaces basados en el método para aumentar OD en medio de cultivo combinado con un
movimiento de mezcladura eficaz

Basandose en los experimentos con tambor giratorio realizados en lo que antecede (Figuras 6a, b), los autores de la
presente invencion han descubierto un método para aumentar OD en medio de cultivo de células de mamifero. Los
autores de la presente invencion han disefiado después biorreactores rodantes (Figuras 8a, b, c). La Figura 8a
muestra un recipiente de biorreactor autorrodante en forma de bola, que lava repetidamente la superficie interna,
expuesta al aire, del recipiente. Este movimiento de rodadura aumenta el OD en el medio de cultivo, para apoyar un
crecimiento celular de alta densidad. Al mismo tiempo, un movimiento de vaivén a nivel de la base hace que el
medio de cultivo se mezcle bien durante el movimiento de rodadura (Figura 8a). En conjunto, apoyan un 6ptimo
cultivo de células en suspensién.

La Figura 8b muestra un recipiente de biorreactor autorrodante en forma de bola. Este movimiento de rodadura
aumenta el OD en el medio de cultivo al lavar repetidamente la superficie interna, expuesta al aire, del recipiente,
para apoyar un crecimiento celular de alta densidad. Al mismo tiempo, una plataforma de agitacion orbital a nivel de
la base hace que el medio de cultivo se mezcle bien durante el movimiento de rodadura. En conjunto, apoyan un
optimo cultivo de células en suspension.

La Figura 8c muestra un recipiente de biorreactor autorrodante en forma de cono. Este movimiento de rodadura
aumenta el OD en el medio de cultivo al lavar repetidamente la superficie interna, expuesta al aire, del recipiente,
para apoyar un crecimiento celular de alta densidad. Al mismo tiempo, railes orbitales que sobresalen en el interior
hacen que el medio de cultivo se mueva hacia el extremo superior mientras rueda, y caiga hacia el extremo inferior.
Este movimiento adicional ayuda a mezclar el medio de cultivo durante el movimiento de rodadura. En conjunto,
apoyan un optimo cultivo de células en suspension.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir burbujas microscopicas de aire u oxigeno en un medio de cultivo, que comprende
provocar un movimiento de barrido del medio de manera repetitiva sobre una superficie expuesta al aire, en donde el
movimiento de barrido comprende combinar movimiento de rodadura con uno de los movimientos seleccionados
entre sacudida, oscilacién y movimiento de vaivén.

2. Un método para oxigenar un medio de cultivo, que comprende:

introducir un medio de cultivo en una cdmara de cultivo al menos parcialmente llena de gas, en donde la camara de
cultivo esta definida por una pared de un recipiente, y una superficie interna de la pared esta configurada para
favorecer el contacto gas-superficie interna; y

mover el recipiente para crear un movimiento relativo del medio de cultivo con respecto a la superficie interna de la
pared para crear burbujas microscépicas que transportan moléculas de oxigeno al medio de cultivo, en donde el
movimiento comprende combinar movimiento de rodadura con uno de los movimientos seleccionados entre
sacudida, oscilacion y movimiento de vaivén.

3. El método segun la reivindicacién 1 o 2, en donde el medio de cultivo esta en un recipiente para cultivo con un
fondo troncocénico invertido.

4. El método segun la reivindicacion 2, en donde el paso de mover el recipiente se realiza de modo que se generan
burbujas microscépicas que transportan moléculas de oxigeno y son barridas por el medio en movimiento.

5. El método segun la reivindicacién 2, que comprende ademas:
medir un estado de fluido del medio de cultivo; y
controlar una velocidad del movimiento relativo segun el estado de fluido medido.

6. El método segun la reivindicacion 5, en donde el estado de fluido incluye uno o varios de los siguientes: un nivel
de pH, un nivel de oxigeno disuelto y una temperatura.

7. Un aparato para cultivo celular que comprende:

un recipiente giratorio que tiene una pared con forma de bola para definir una camara de cultivo, teniendo la pared
una superficie interna configurada para favorecer el contacto gas-superficie interna; y

un motor acoplado al recipiente para hacer girar el recipiente en torno a un primer eje con el fin de aumentar el nivel
de oxigeno disuelto en un medio en la cdmara de cultivo, y

que comprende ademas una plataforma movil acoplada al recipiente giratorio para mover el recipiente con vaivén, o

que comprende ademas una plataforma de agitacion orbital acoplada al recipiente giratorio para mover el recipiente
a lo largo de un segundo eje.

8. Un aparato para cultivo celular que comprende
un recipiente giratorio que comprende:
una carcasa externa, y

una pared interna para definir una camara de cultivo, en donde la pared interna tiene uno o varios railes que
sobresalen en el interior, configurados para favorecer el contacto gas-superficie interna,

un motor acoplado al recipiente para hacer girar el recipiente en torno a un primer eje con el fin de aumentar el nivel
de oxigeno disuelto en un medio en la cdmara de cultivo, y

que comprende ademas una plataforma movil acoplada al recipiente giratorio para mover el recipiente con vaivén, o

que comprende ademas una plataforma de agitacion orbital acoplada al recipiente giratorio para mover el recipiente
a lo largo de un segundo eje.

9. El aparato para cultivo celular segun la reivindicaciéon 7 o el aparato para cultivo celular segun la reivindicacion 8,
en donde por giro del recipiente se crean en el medio burbujas microscopicas que transportan moléculas de oxigeno.

10. Un método para cultivar en suspensién células de mamifero, en donde el método comprende cultivar las células
en un medio en un aparato de cultivo celular segun la reivindicacion 7 sometido a un movimiento de vaivén, sin uso
de burbujeo de oxigeno o de aire.
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11. Un método para cultivar células de mamifero en suspension, en donde el método comprende cultivar las células
en un medio en un aparato para cultivo celular segun la reivindicacién 8 con railes orbitales que sobresalen
internamente, sometido a un movimiento de rodadura, sin uso de burbujeo de oxigeno o de aire.

12. El método segun la reivindicacion 10 u 11, en donde el método comprende mover el medio con movimiento de
barrido de manera repetitiva sobre una superficie lisa expuesta al aire de una pared del recipiente.

13. El método segun la reivindicacion 12, en donde el paso del método se lleva a cabo mediante agitacion, rodadura,
oscilacion y flujo.

14. El método segun la reivindicacion 1, 2 o 13, en donde la superficie comprende vidrio, plastico o metal.
15. Un dispositivo para cultivo celular, que comprende:

(1) una base de recipiente para cultivo celular que comprende una cdmara que incluye (a) una seccion inferior que
es seccion inferior configurada con fondo troncocénico invertido o fondo redondo con forma de cono, y (b) una
seccién superior, y

(2) una bolsa para cultivo celular que, una vez llena con un fluido, tiene una parte inferior que esta configurada con
fondo troncoconico invertido o fondo redondo con forma de cono

en donde la bolsa para cultivo celular esta dispuesta de forma desprendible dentro de la seccién inferior de la base
de recipiente para cultivo celular.

16. El dispositivo de cultivo celular segun la reivindicacion 15, en donde la bolsa para cultivo celular es desechable.

17. El dispositivo de cultivo celular segun la reivindicacion 15, en donde la base de recipiente para cultivo celular
comprende una platina de vidrio para un sensor de OD/pH.

18. El dispositivo para cultivo celular segun la reivindicacion 15, en donde la seccion inferior y la seccién superior son
concéntricas.

19. Una bolsa inflable para cultivo celular que, una vez llena con un fluido, tiene una parte inferior que esta
configurada con fondo troncocénico invertido o fondo redondo con forma de cono.
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