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DESCRIPCION
Sistema de biorreactor para el cultivo celular
Campo de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un sistema de biorreactor innovador para el cultivo celular. Mas especificamente, la
invencion se refiere a un sistema de biorreactor compacto que tiene varias funciones integradas y permite el cultivo estatico
a pequefia escala, asi como el cultivo por agitacion a gran escala en el mismo biorreactor.

Antecedentes de la invenciéon

La terapia celular es un campo nuevo de la biotecnologia, pero en rapida expansiéon que implica la administracion de
células autdlogas o alogénicas que tienen un efecto terapéutico in vivo. Los protocolos de transferencia de células T
adoptivas en el contexto del trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas (HSCT, por sus siglas en inglés) se
basan en la premisa de que la sangre periférica contenia células T para poder mediar la actividad antitumoral y/o antiviral
en el receptor del HSCT.

El trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) es el trasplante de células madre hematopoyéticas multipotentes,
generalmente obtenidas de la médula 6sea, la sangre periférica o la sangre del cordén umbilical. Puede ser autdlogo (se
utilizan células madre del propio paciente) o alogénico (las células madre provienen de un donante). Es un procedimiento
médico en los campos de la hematologia, realizado lo mas a menudo para pacientes con determinados canceres de la
sangre o de la médula 6sea, tal como el mieloma multiple o la leucemia. En estos casos, el sistema inmunolégico del
receptor se destruye generalmente con radiacién o quimioterapia antes del trasplante.

La transferencia de células adoptivas se puede referir a la transferencia de células, mas comunmente células de origen
inmunoldgico, de regreso al mismo paciente o a un nuevo huésped receptor con el objetivo de transferir la funcionalidad y
las caracteristicas inmunolégicas al nuevo huésped. Si es posible, la utilizacion de células autdlogas ayuda al receptor al
minimizar los problemas de la enfermedad de injerto contra huésped (EICH).

En las terapias basadas en células T, estas células se expanden in vitro utilizando métodos de cultivo celular que dependen
en gran medida de la accion inmunomoduladora de la interleucina-2 y se devuelven al paciente en grandes cantidades por
via intravenosa en estado activado. El anticuerpo Anti-CD3 se utiliza cominmente para promover la proliferacion de células
T en cultivo. La investigacion sobre la interleucina-21 sugiere que también puede desempefar un papel importante en la
mejora de la eficacia de las terapias basadas en células T preparadas in vitro. Una modalidad de tratamiento emergente
para varias enfermedades es la transferencia de células madre para lograr un efecto terapéutico. Clinicamente, este
enfoque se ha explotado para transferir tanto células promotoras del sistema inmunolégico como tolerogénicas (a menudo
linfocitos) a pacientes, ya sea para mejorar la inmunidad contra los virus y el cancer o ya sea para promover la tolerancia
en el contexto de enfermedades autoinmunes, tales como la diabetes tipo | o la artritis reumatoide. Las células utilizadas
en la terapia adoptiva se pueden modificar genéticamente utilizando tecnologia de ADN recombinante para lograr cualquier
numero de objetivos. Un ejemplo de esto en el caso de la terapia adoptiva de células T es la adicion de receptores de
antigenos quiméricos, o CAR, para redirigir la especificidad de las células T citotoxicas y auxiliares.

La transferencia adoptiva de linfocitos infiltrantes de tumor autélogos (LTI) o células mononucleares de sangre periférica
redireccionadas genéticamente se ha utilizado para tratar con éxito a pacientes con tumores sélidos avanzados, incluyendo
el melanoma y el carcinoma colorrectal, asi como a pacientes con enfermedades malignas hematolégicas que expresan
el CD19.

Los linfocitos infiltrantes de tumor (LTI) son un tipo de glébulos blancos que se encuentran en los tumores. Los LTI estan
implicados en la muerte de las células tumorales, y la presencia de linfocitos en los tumores a menudo se asocia con
mejores resultados clinicos. Se han llevado a cabo varios ensayos clinicos utilizando los LTI para tratar a pacientes con
melanoma metastasico, una forma mortal de cancer de piel. Se observé una reduccion del tumor del 50% o mas, en
aproximadamente la mitad de los pacientes con melanoma tratados con los LTI. Algunos pacientes experimentaron
respuestas completas sin tumor detectable afios después del tratamiento con los LTI.

Se estan llevando a cabo ensayos clinicos que utilizan los LTI para tratar los canceres del tracto digestivo, tales como el
cancer colorrectal, y los canceres asociados con el virus del papiloma humano (VPH), tales como el cancer cervical. Los
cientificos también estan investigando si los LTI se pueden utilizar para tratar otros tumores, incluyendo el pulmonar, de
ovario, el vesicular y el de mama.

La terapia de células T adoptivas implica el aislamiento y la expansion ex vivo de células T especificas del tumor para
lograr un mayor niumero de células T que las que se podrian obtener s6lo mediante la vacunacion. Las células T especificas
del tumor se infunden a continuacion en pacientes con cancer en un intento de dar a su sistema inmunoldgico la capacidad
de superar el tumor restante a través de las células T, que pueden atacar y matar el cancer. Existen muchas formas de
terapia de células T adoptivas que se utilizan para el tratamiento del cancer: el cultivo de tumores que infiltran linfocitos o
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LTI, el aislamiento y la expansion de una célula T o clon en particular, e incluso la utilizacion de células T que se han
disefiado para reconocer y atacar tumores con potencia.

En los ultimos afos se han visto ensayos clinicos que muestran signos de éxito y productos tales como el Prochymal
(Osiris Therapeutics Inc.) y el ChondroCelect (TiGenix) han obtenido la aprobacion regulatoria. Sin embargo, muchas
terapias celulares nuevas estan tratando a un nimero relativamente pequefio de pacientes, por lo que ain no se ha
establecido un sistema universal para el suministro de estos productos desde el lugar de fabricacién a la clinica. Todavia
se tiene que explorar si un sistema universal es realista y explorar las opciones para el suministro de un producto de terapia
celular a la clinica. También destaca alguno de los retos a los que aun se enfrenta la industria en este sentido, los cuales
se necesita abordar si estas terapias se tienen que adoptar de forma mas amplia. La terapia celular implica varias etapas
obligatorias desde la recogida celular hasta la inyeccion celular dentro de un paciente. El cultivo celular para la terapia
celular se lleva a cabo en un ambiente de sala blanca. El cultivo celular y las salas blancas tienen muchas regulaciones
obligatorias como el tamafio de las particulas y el recuento en la sala blanca, el niumero de muestras de pacientes
manipuladas a la vez, asi como el numero de instrumentos por habitacién y ambiente estéril, etc. EI documento
US2010316446 describe un sistema de biorreactor que comprende: un recipiente flexible para contener microbios y fluido,
una entrada de fluido en comunicacién fluida con dicho al menos un recipiente flexible y una salida de fluido en
comunicacion fluida con dicho al menos un recipiente flexible.

En la actualidad, los sistemas disponibles para el cultivo celular son independientes, requieren mucho espacio y no pueden
manejar multiples muestras de pacientes al mismo tiempo. Los procedimientos actuales de cultivo celular para la terapia
celular implican gran cantidad de intervencién humana, que puede contaminar los cultivos celulares y dafar el crecimiento
celular, especialmente los cultivos celulares de pequefio tamafio. Por lo tanto, existe una necesidad de mejores sistemas
de biorreactor.

Resumen de la invenciéon

La presente invencion proporciona un biorreactor que es compacto en tamafio y comprende un Unico sistema para controlar
varios instrumentos, lo cual significa una utilizacion éptima del espacio de la sala blanca.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invencion se refiere a un sistema de biorreactor (1) para el cultivo celular, que
comprende una bandeja (2) para la colocacién de una bolsa de cultivo celular (3) que tiene volumen ajustable, una tapa
(4) que cubre la bolsa de cultivo celular y se dota con funcién de calentamiento, una unidad de perfusion integrada (5, 6),
una unidad de células de carga integrada (8) y una unidad para el muestreo automatico de cultivos celulares integrada, en
donde el sistema de biorreactor se controla mediante una sola unidad de control.

La bandeja (2) se puede mover y permite el cultivo estatico de células, asi como por agitacion a las revoluciones por minuto
deseadas. Opcionalmente hay varias bandejas (2), tal como por ejemplo 2-5, que se apilan en una direccion vertical en el
sistema de biorreactor. Cada bandeja puede contener al menos una bolsa de cultivo celular. Opcionalmente, la(s)
bandeja(s) se dota(n) con lector(es) de cédigos de barras y la(s) bolsa(s) de células se dota(n) con cédigo(s) de barras.

El volumen de la bolsa de cultivo celular (3) se puede aumentar, por ejemplo, desde 50 ml hasta 3.000 ml. Esto se puede
hacer mediante la sujecion automatica con una abrazadera de la bolsa de células al volumen deseado. La sujeciéon con
una abrazadera también se puede realizar mediante la tapa, segun se describira en la seccién detallada.

En una forma de realizacion preferida el lado interior de la parte superior de la tapa (4) se dota con elementos de
calentamiento. Esto formara un ambiente como el de una incubadora cuando se cierre la tapa sobre la parte superior de
la bandeja y se encierre la bolsa de cultivo celular.

Preferiblemente, la unidad de perfusion integrada comprende una bolsa de suministro de medios de cultivo (5) y una bolsa
de residuos (6) y los conductos respectivos para la conexion a la bolsa de células (3) y las bombas que impulsan dichos
medios de cultivo dentro de dicha bolsa y los residuos fuera de dicha bolsa. La unidad de células de carga integrada (8)
comprende preferiblemente una plataforma montada con células de carga de tipo compresion que tienen la capacidad de
soportar la totalidad del peso del sistema.

En una forma de realizacion, el sistema de biorreactor se puede mover y comprende un carro (7) acoplable que hace que
todo el sistema compacto del biorreactor se pueda mover.

En una forma de realizacion mdltiple adicional, tal como 2-5 sistemas de biorreactor se apilan unos sobre otros en direccién
vertical.

Los multiples sistemas de biorreactor se controlaran con una sola unidad de control, con la flexibilidad de supervisar y
controlar de forma remota desde un ordenador personal o desde dispositivos moviles.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un método para los cultivos celulares, que comprende el cultivo de un
cultivo celular inicial en un biorreactor como anteriormente en un estado estacionario, en donde el volumen del cultivo
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celular se establece a 50-500 ml y el cultivo se calienta a 37 °C, y a continuacion después de 1-6, preferiblemente 34 dias,
el volumen de la bolsa se expande hasta 1.500-3.000 ml y se continda con el cultivo a temperatura ambiente y bajo un
movimiento de agitacién, en donde tanto el cultivo inicial como el subsiguiente se desarrollan en la misma bolsa de cultivo
celular y en el mismo sistema de biorreactor. Preferiblemente, el volumen de cultivo celular inicial es de 30-350 ml y el
volumen de cultivo a gran escala es de 500-1.500 ml, lo cual es adecuado para una bolsa de cultivo celular con un volumen
maximo de 2.000 ml.

Preferiblemente, el cultivo celular inicial se selecciona a partir de células madre, tales como las células madre
hematopoyéticas humanas, las células obtenidas del sistema inmunitario, tales como las células T o las células NK, las
células de infiltracién tumoral (TIL) o cualquier otra célula adecuada para la terapia celular.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es una vista esquematica del sistema de biorreactor de la invencién en donde la tapa o cubierta de la bolsa de
cultivo celular se retira.

La FIG. 2 es una vista esquematica del sistema de biorreactor, como en la FIG. 1, pero dotado con un carro acoplable.

La FIG. 3 es una vista esquematica del sistema de biorreactor, como en la FIG. 2, en donde la tapa o cubierta se coloca
sobre la bolsa de cultivo celular.

La FIG. 4 es una vista esquematica que muestra varias bandejas del biorreactor apiladas una encima de la otra.
La FIG. 5 es una vista esquematica de una unidad de células de carga integrada del sistema de biorreactor.

La FIG. 6 muestra la tapa que cubre la bolsa de células de una forma adecuada para el cultivo estatico de pequeinos
cultivos celulares.

La FIG. 7 muestra la tapa que cubre la bolsa de células de una forma adecuada para el cultivo por agitacion de cultivos
celulares a gran escala.

Descripcion detallada de la invencion

El biorreactor innovador de la invencion proporciona cultivos celulares tanto estaticos como por agitacion y el usuario
puede seleccionar la opcidon mas apropiada para el cultivo celular en particular. Por ejemplo, el cultivo estatico se prefiere
normalmente para los cultivos iniciales de pequefio volumen, mientras que el cultivo por agitacion se prefiere para los
volumenes de producciéon mas grandes.

La invencion también permite escalar desde el pequeiio volumen hasta el gran volumen ampliando el volumen de la bolsa
de células, es decir, se utiliza una sola bolsa para el cultivo pequefio y el cultivo a gran escala. Un determinado volumen
de la bolsa de tamafio Unico se cerrara y se separara del resto del volumen para el cultivo estatico de pequefio volumen.
Una vez finalizada la fase de cultivo estatico, se abrira el pequefio volumen cerrado, lo que permitira que el cultivo ocupe
hasta el volumen completo de la bolsa para ampliar el cultivo.

El biorreactor proporciona, entre otras cosas, la agitacion, la perfusion y la adicion de medios de cultivo integrada, asi
como el calentamiento controlado del cultivo celular. Se proporciona un nuevo método de calentamiento que eliminara las
pérdidas de los cultivos de pequefio tamafio debidas a la evaporacién y la condensacion. Las condiciones ambientales
como la temperatura y los gases en la bolsa de cultivo celular se mantendran y controlaran como una incubadora bajo la
tapa del biorreactor de la invencion. A diferencia del control de temperatura de tipo almohadilla existente, el cual presenta
la amenaza potencial de cocer las células durante la fase estatica, el biorreactor de la invencion proporcionara un
calentamiento similar a una incubadora proporcionando el control de calentamiento con circulacién de aire caliente al
tiempo que mantiene la temperatura del aire en un ambiente cerrado encerrado por la tapa que cubre la bolsa de células.

Ademas, la posibilidad de supervisiéon y control remoto reducird la administracion fisica del proceso de cultivo celular y
evitara la contaminacién provocada por la entrada en la sala blanca.

Las FIG. 1-2 muestra el sistema de biorreactor 1 en un estado abierto, en donde la cubierta o tapa 4 esta retirada y se
muestra la bolsa de cultivo 3 y sus conexiones con el alimentador de medios de cultivo 5 y la bolsa de residuos 6. La tapa
4 se colocara de nuevo sobre la bolsa de cultivo 3 en la bandeja 2 para mantener la temperatura y restringir la entrada de
luz en el cultivo. La bandeja 2 se controla a un estado estacionario o de agitacion.

Segun se muestra en la FIG. 2, el sistema de biorreactor compacto se puede montar en un carro 7 para mayor movilidad.
El biorreactor se puede mover facilmente con la ayuda del carro dentro o fuera de la sala blanca. El carro se puede cargar
con todos los accesorios y consumibles a utilizar para el cultivo celular.
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La FIG. 3 muestra el biorreactor colocado en un carro con la tapa 4 cerrada. La tapa 4 encierra la bolsa de cultivo celular
3 y descansa contra la bandeja 2 para formar un espacio cerrado, como una incubadora para la bolsa de cultivo celular 3.
El lado interior de la tapa 4 se dota con calentamiento regulable, por ejemplo, con circulacion de aire caliente.

El biorreactor de la invencién puede manejar multiples muestras de pacientes a la vez mediante apilamiento de bandejas.
Segun se muestra en la FIG. 4, se pueden disponer varias bandejas en paralelo sobre la primera bandeja, tal como 2-5,
cada una de las cuales tiene las mismas propiedades que la primera bandeja en lo que se refiere, por ejemplo, a la
capacidad de agitacion y la posicién de la bolsa de células. Las bandejas apiladas aislaran cada muestra con condiciones
operativas independientes. En el caso de las bandejas apiladas, se colocara una tapa comun sobre todas las bandejas
presentes.

Preferiblemente la bandeja 2 se dota con un lector de cédigos de barras y las bolsas de células 2 se dotan con cédigos de
barras. El cédigo de barras de las bolsas de células se registrara con los detalles del paciente y el lector de cddigos de
barras de la bandeja leera el cédigo de barras de la bolsa de células para la trazabilidad de las células del paciente.

Los biorreactores compactos también se pueden apilar unos sobre otros como un instrumento independiente, de modo
que se pueda aprovechar el espacio vertical para reducir el radio de accion.

Ademas, el sistema de biorreactor de la invencién se dota con una unidad de células de carga integrada 8 segun se
muestra en la FIG. 5. La unidad de células de carga integrada 8 reduce el tamafio total del sistema de biorreactor y ayuda
a supervisar el volumen durante la perfusion.

Durante la expansion celular, las células tienen que pasar por una fase estatica inicial de 3-4 dias bajo un ambiente
controlado de temperatura y gases. En la técnica anterior la fase estatica se realiza en incubadoras y después de la
expansion celular en la fase estatica, las células cultivadas se sacan de las incubadoras y se transfieren desde matraces
T o bolsas pequefas a bolsas de gran volumen para su ampliacién. En la presente invencion el cultivo estatico se realiza
en un volumen mas pequefio de la bolsa de cultivo celular 3 y el cultivo a gran escala se realiza dentro de la misma bolsa,
pero una versién ampliada de la misma. Durante el cultivo estatico, la bandeja 2 estara en estado estacionario y la tapa 4
se cerrara. Durante el cultivo a gran escala, la bandeja 2 estara en movimiento de agitacion y la tapa 4 se podra cerrar o
abrir de acuerdo con las necesidades del cultivo.

En las FIG. 6 y 7 se muestra como la tapa 4 puede controlar el volumen de la bolsa de cultivo celular 3. El pequefio volumen
de la bolsa de cultivo celular se puede controlar mediante la tapa 4, lo que puede restringir el volumen de la bolsa de cultivo
celular 3. Segun se muestra en la FIG. 6, la tapa 4a puede ser de tamafio mas pequefio que la tapa 4 normal mostrada en
la FIG. 7. Los bordes de la tapa 4a restringen el volumen de una bolsa de un tamafio, por ejemplo 2 |, a un volumen mas
pequefio, tal como 300 ml adecuado para cultivos estaticos. Cuando la tapa 4a se cierra y coloca contra la bolsa de células
3 bajo presion, restringira el volumen de la bolsa de células a un tamafio deseado. En la FIG. 7, la tapa 4 es una tapa de
tamafio regular, sin funcién de restricciéon de volumen, adecuada para utilizar durante la expansién de un cultivo de 2 .

Si se utiliza un cultivo a gran escala menor de 2 |, tal como 500-1.000 ml, entonces se utilizara una tapa adaptada a este
volumen de cultivo, es decir, una tapa que restrinja el volumen de cultivo deseado.

Después de la fase de cultivo estatico, el volumen restringido de la bolsa se liberara retirando la tapa 4a y permitiendo
ampliar hasta 2 I. A través de un tubo, la bolsa de medios de cultivo 5 se llenara la bolsa de células 3 con medios de cultivo
y la bandeja 2 se agitara para el crecimiento celular. La bolsa de residuos 6 recogera los residuos de la bolsa de células 3
durante la perfusion a través de un tubo.

Durante el cultivo celular es importante supervisar el crecimiento celular y esto se basa principalmente en el pH, el oxigeno
disuelto (DO) y la densidad celular. El pH y el DO se pueden supervisar con sensores que no estan en contacto con el
cultivo, tal como los sensores Opticos convencionales, pero para la densidad celular las muestras se deben tomar
periddicamente del cultivo. En el biorreactor actual, un subsistema integrado de muestreo automatico recogera la muestra
y separara cada muestra.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema de biorreactor (1) para el cultivo celular, que comprende una bandeja (2) para la colocaciéon de una bolsa
de cultivo celular (3) que tiene volumen ajustable, una tapa (4) que cubre la bolsa de cultivo celular y se dota con funcion
de calentamiento, una unidad de perfusién integrada (5, 6), una unidad de células de carga integrada (8) y una unidad
para el muestreo automatico de cultivos celulares integrada, en donde el sistema de biorreactor se controla mediante una
sola unidad de control.

2. El sistema de biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la bandeja (2) se puede mover y permite el
cultivo celular estatico, asi como por agitacion a las revoluciones por minuto deseadas.

3. El sistema de biorreactor de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde estan presentes varias bandejas (2), tal
como 2-5, y se apilan en direccion vertical en el sistema de biorreactor.

4. El sistema de biorreactor de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 o 3, en donde el volumen de la bolsa de cultivo
celular (3) se puede aumentar desde 50 ml hasta 3.000 ml.

5. El sistema de biorreactor segun una o varias de las reivindicaciones anteriores, en donde el lado interior de la parte
superior de la tapa (4) se dota con elementos de calentamiento.

6. Elsistema de biorreactor de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en donde la unidad de perfusion
integrada comprende una bolsa de suministro de medios de cultivo (5) y una bolsa de residuos (6) y los respectivos
conductos para la conexidn a la bolsa de células (3) y bombas que impulsen dichos medios de cultivo dentro de dicha
bolsa y los residuos fuera de dicha bolsa.

7. El sistema de biorreactor de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en donde el sistema de
biorreactor se puede mover y comprende un carro acoplable (7).

8. El sistema de biorreactor de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en donde la unidad de células
de carga integrada (8) comprende una plataforma montada con células de carga de tipo compresiéon que soportan la
totalidad del peso del sistema.

9. El sistema de biorreactor de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en donde la(s) bandeja(s) se
dota(n) con lector(es) de codigos de barras y la(s) bolsa(s) de células se dota(n) con cadigo(s) de barras.

10. El sistema de biorreactor de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en donde mdltiples sistemas
de biorreactor, tales como 2-5, se apilan unos sobre otros en direccion vertical.

11.El sistema de biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde los multiples sistemas de biorreactor se
controlaran con una sola unidad de control, con la flexibilidad de supervisar y controlar de forma remota desde un
ordenador personal o desde dispositivos moviles.

12. Método para el cultivo celular, que comprende el cultivo de un cultivo celular inicial en un biorreactor de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en estado estacionario, en donde el volumen de la bolsa de cultivo celular se ajusta
a 50-500 ml y el cultivo se calienta a 37 °C, y a continuacion, después de 1-6 dias, preferiblemente 3-4 dias, se expande
el volumen de la bolsa hasta 1.500-3.000 ml y se contintia con el cultivo a temperatura ambiente y bajo un movimiento de
agitacion para ampliar el cultivo, en donde tanto el cultivo inicial como el cultivo a gran escala se realizan en la misma
bolsa de cultivo celular y en el mismo sistema de biorreactor.

13. Método de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el cultivo celular inicial se selecciona a partir de células madre,
células obtenidas del sistema inmunitario, células infiltrantes tumorales (TIL) o cualquier otra célula adecuada para la
terapia celular.
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