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DESCRIPCION

Conjunto de bolsa de crioconservacién para lineas celulares de mamiferos.
Referencias cruzadas con las solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional Nimero 60/289924, presentada el 9 de
Mayo de 2001, y de la Solicitud Provisional Niumero 60/305460 presentada el 13 de Julio de 2001.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un conjunto de bolsa de crioconservacion flexible y a un procedimiento para
la congelacién, almacenamiento, y transferencia de células de mamiferos. Estas células de mamiferos se usan para
inocular un biorreactor.

Descripcion de la técnica relacionada

Los productos de biotecnologia implican normalmente introducir alguna modificacién genética en células de ma-
miferos y a continuacidn hacer crecer estas células en un biorreactor. Estos biorreactores estdn especialmente disefiados
para permitir el crecimiento y el mantenimiento de las células de mamiferos.

Para la produccién de un farmaco a partir de una linea especifica de células de mamiferos genéticamente modifica-
das, se necesita una fuente celular uniforme cada vez que se inocula un biorreactor. Esta es la razén para la existencia
de un Banco Celular de Trabajo del Fabricante (MWCB). Un MWCB estd constituido por muchas alicuotas (porcio-
nes) de una suspension celular, conteniendo cada una el mismo tipo de células y aproximadamente el mismo ntimero
de células. Estas alicuotas se preparan el mismo dia y se congelan en el mismo momento. A continuacidn, las alicuo-
tas se mantienen a temperaturas muy frias (crioconservadas). Para cada ciclo, se descongela una de estas alicuotas de
células para conseguir el mismo punto de partida que en cualquier otro ciclo con las mismas células.

La inoculacién satisfactoria de un biorreactor con células de mamiferos requiere una densidad celular minima
para conseguir un crecimiento celular apropiado. Si la densidad celular esta por debajo del nivel minimo, se necesitan
requerimientos de tiempo extendidos para conseguir niveles de crecimiento celular comerciales que afiaden costes al
procedimiento y aumentan la oportunidad de que entren contaminantes en el entorno celular. Si la densidad celular
es demasiado elevada, pueden agotarse los nutrientes de los medios, lo que da como resultado un crecimiento celular
reducido, y posiblemente 1la muerte del cultivo celular.

En la practica actual, cada alicuota de un MWCB tiene un volumen de sélo 1-2 ml. Se requiere este volumen limi-
tado por la necesidad de congelar todas las células de una manera rapida y uniforme. Usando la tecnologia existente,
si se congelan grandes volimenes, el didmetro de la suspension influird sobre la velocidad de congelacion y descon-
gelacion de las células, lo que puede dafar las células e influir adversamente sobre la inoculacién del biorreactor. La
concentracion celular en cada alicuota estd normalmente en el intervalo de 1-20 millones de células/ml. Los biorreac-
tores de produccion contienen normalmente decenas de litros, cientos de litros, o incluso, volimenes mayores. Debido
a esta diferencia radical en el volumen, se usa una “expansion en serie de la siembra” para aumentar el nimero de
células hasta que sean suficientes para introducir en el biorreactor de produccién. Por todas las razones anteriores, la
expansion en serie de la siembra para una campana de produccion es una etapa critica del procedimiento.

En los protocolos de produccion tipicos, se descongela una alicuota de células procedente del MWCB y las células
se cultivan en botellas pequefias (tales como matraces en T). A medida que las células se multiplican, se transfieren
a un nimero creciente de botellas pequefias. Esto aumenta el niimero total de células sin que la densidad celular
sea demasiado elevada o baja. Una vez que se han acumulado células suficientes, se transfieren a botellas grandes
(tales como botellas cilindricas o matraces con agitacién). Cuando se alcanza otro umbral, las células se transfieren
a un biorreactor de inoculacién. La siembra en serie descrita es practica general para las diversas lineas celulares
de mamiferos y se usa ampliamente en la producciéon comercial y en la ensefianza (Lindl y Bauer, 1989, Morgan
y Darling, 1993). Se proporciona también una revisiéon de una expansion en serie de la siembra comercial usando
matraces en T y matraces para agitacion centrifuga en Whitaker y col. 1998.

Normalmente, en el MWCB se usan viales de tapén roscado. El uso de viales de tapén roscado requiere desenroscar
los tapones de vial antes del rellenado y volverlos a enroscar después del rellenado lo que es una operacién manual
incémoda. Lo que es un riesgo mayor es que mientras que los viales estdn abiertos, los contenidos estan sometidos a
contaminacion. Es extremadamente importante que no se introduzca contaminacién en los viales.

Las expansiones en serie de la siembra tardan normalmente aproximadamente de cuatro a seis semanas para com-
pletarse en condiciones optimas. Debido al gran nimero de etapas de transferencia, las siembras en serie requieren
mucha mano de obra y son susceptibles a la contaminacidn. Adicionalmente, el ambiente en botellas pequefias y
botellas mds grandes no estd bien instrumentado o controlado. Cambios en los niveles de pH y oxigeno pueden con-
ducir a heterogeneidad en las células que se transfieren al biorreactor de produccién. Esto puede conducir a su vez
a variabilidad entre un ciclo de biorreactor y otro, y puede afectar finalmente a la calidad del farmaco que se esta
produciendo.
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El documento D1 (US-B1-6194136) describe un procedimiento y equipo para crioconservar muestras biolégicas,
y menciona una bolsa de recogida fabricada en PTFE.

El Documento D2 (US-A-6022344) describe una bolsa de criopreservacion disefiada para almacenar en nitrégeno
liquido a una temperatura de -196°C. La bolsa de criopreservacion estd equipada con una tuberia no de PVC, que se
puede cerrar herméticamente y resistente al nitrégeno liquido para conexion estéril.

Cada uno de los riesgos anteriormente descritos para la preparaciéon de una suspensioén celular homogénea y uni-
formemente viable explica la necesidad de mejoras en esta tecnologia.

Resumen de la invencion

La invencion es un novedoso conjunto de bolsa de congelacién y almacenamiento celular para expansion en serie de
la siembra de células de mamiferos segin se reivindica en la reivindicacién independiente 1. La bolsa estd construida
principalmente de tejido de politetrafluoroetileno. La bolsa estd disefiada para mantener células suficientes para que un
biorreactor se pueda inocular directamente. La bolsa estd disefiada para rellenarse hasta una fraccion de su capacidad
mdxima, de tal manera que la suspensién celular tiene una seccién transversal muy delgada. El disefio de la bolsa
incluye un conjunto de transferencia que se puede soldar de manera estéril a la fuente de células de mamiferos.
Este conjunto de transferencia que se puede soldar de manera estéril permite que las bolsas se rellenen rdpidamente
con riesgo minimo de contaminacién. Una vez que se rellena cada bolsa, se cierra herméticamente por debajo de la
conexién con el conjunto de transferencia, se corta la bolsa “por encima” del nuevo cierre hermético (en el mismo
lado del cierre hermético que el conjunto de transferencia). Cuando se va a inocular un biorreactor, se drenan los
contenidos de la bolsa mediante una linea de inoculacion que se suelda de manera estéril. Durante la congelacion y el
almacenamiento, la linea de inoculacién estd protegida del dafio mecénico.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos acompaiiantes incorporados en, y que forman una parte de, la memoria descriptiva ilustran diversos
aspectos de las presentes invenciones, y junto con la descripcidn, sirven para explicar los principios de las invenciones.
Los componentes de los dibujos no estdn necesariamente a escala. En su lugar, se ha puesto énfasis en ilustrar con
claridad los principios de las presentes invenciones.

la fig. 1 es un dibujo de una realizacién preferida de un conjunto que se puede soldar de forma estéril con bolsas
unidas;

la fig. 2 es un dibujo de una realizacién preferida de una bolsa de congelacion celular, que muestra los diferentes
compartimentos;

la fig. 3 es un detalle de la bolsa de congelacion celular, que ilustra una realizacion preferida de la conexién entre
el conjunto de transferencia y la bolsa;

la fig. 4 ilustra la realizacién preferida de la bolsa antes del relleno, la bolsa rellena y cerrada herméticamente, y la
bolsa rellena, cerrada herméticamente y cortada;

la fig. 5 es un detalle de la bolsa de congelacién celular, que muestra una realizacién preferida del compartimen-
to del puerto de espiga, el compartimento de la linea de inoculacién, la linea de inoculacién y su conexién con el
compartimento de suspension celular;

la fig. 6 es un detalle de la bolsa de congelacion celular, que muestra una realizacion preferida del compartimiento
de marca en la seccidn transversal antes y después de que se llene el compartimento de suspension.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Los términos usados en esta memoria son:

Biorreactor - Un recipiente que contiene un entorno controlado para células en crecimiento. Los biorreactores se
denominan también fermentadores.

Tejido de politetrafluoroetileno o Tejido - Un material flexible que semeja una pelicula o tela preparado mediante
cualquier medio a @g)artir de politetrafluoroetileno. Los ejemplos comunes de tejido de Politetrafluoroetileno incluyen
pelicula de Teflon®.

Conjunto de transferencia - Una pieza de una tuberia flexible, en algunos ejemplo con una o mds ramas (deno-
minadas en el presente documento como “patas”, y usada para conectar el interior de la cdmara de una bolsa de
almacenamiento con el exterior de la bolsa y/o una fuente de la suspension celular, y que permite el relleno o el
drenaje de los contenidos de la bolsa.
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Seccidn transversal delgada - Cuando se usen las bolsas de congelacién celular de la presente invencidn, se coloca-
rdn por su lado en un casete metélico (denominado también como caja o recipiente) en una orientacion sustancialmente
nivelada. El espesor de la suspension celular en cualquier punto en el interior de una bolsa no deberia exceder aproxi-
madamente de 10 milimetros. Si el espesor de la suspensién celular tiene sustancialmente mds de 10 milimetros, las
células adyacentes a la superficie de la bolsa experimentaran condiciones de congelacién y descongelacién diferentes
que las células en el interior de la suspension, y pueden reaccionar de manera diferente en el curso de la congelacién
y la descongelacién y cuando se usan posteriormente en un biorreactor.

Conjunto de bolsa de congelacion celular y almacenamiento - El conjunto incluye la bolsa de congelacion celular
y la tuberia asociada, el puerto de espiga, y se interconecta segtin se reivindica en la reivindicacién independiente 1.

La invencién es un conjunto de bolsa de congelacién y almacenamiento celular que soporta un nuevo procedi-
miento para la expansion en serie de la siembra de células de mamiferos. La bolsa estd construida principalmente de
politetrafluoroetileno. La bolsa esta disefiada para contener células suficientes para un biorreactor se pueda inocular
directamente con su contenido. La bolsa estd disefiada para rellenarse hasta una fraccion de su capacidad méixima de
tal manera que cuando se coloca sobre su lado, la suspension celular tiene una seccion transversal muy delgada. El
disefo de la bolsa incluye un conjunto de transferencia que se puede soldar de forma estéril a la fuente de células de
mamiferos. Este conjunto de transferencia que se puede soldar de forma estéril permite rellenar rapidamente las bolsas
con riesgo minimo de contaminacién. Una vez que se rellena cada bolsa, ésta se cierra herméticamente por debajo
de la conexién con el conjunto de transferencia y la bolsa se corta “por encima” del nuevo cierre hermético (en el
mismo lado del cierre hermético y el conjunto de transferencia). Cuando un biorreactor se va a inocular, se drenan los
contenidos de la bolsa mediante una linea de inoculacion que se puede soldar de forma estéril. Durante la congelacién
y el almacenamiento, la linea de inoculacién esta protegida del dafio mecénico.

La bolsa de congelacidn celular de la presente invencion se realiza en un tejido de politetrafluoroetileno en lugar de
EVA (bolsas de la técnica anterior). El tejido de politetrafluoroetileno es flexible a menos 180°C y por debajo. (Menos
180°C es la temperatura del nitrégeno liquido. Esta es la temperatura minima practica para el almacenamiento en un
MWCB). Debido a su flexibilidad a baja temperatura, y a la vez la reducida posibilidad de fractura a baja temperatura,
esta caracteristica del tejido proporciona proteccién adicional de los contenidos de la bolsa de congelacién celular
durante la congelacidn, el almacenamiento a largo plazo, y la descongelacion.

La bolsa de congelacién celular esté disefiada para contener aproximadamente 100 ml de la suspension celular, 100
veces el volumen normalmente congelado en viales de tapén roscado. Las densidades celulares son comparables para
las nuevas bolsas de congelacidn celular y los viales que se usan actualmente. Debido a esta diferencia de volumen,
las bolsas pueden contener aproximadamente 100 veces mds células que los viales. Una bolsa de congelacion celular
Unica contiene células suficientes para permitir la inoculacion directa de un biorreactor.

Los volimenes de suspensién celular que se van a congelar son una fracciéon de la capacidad potencial de la
bolsa de congelacién celular. Esto limita el espesor de la suspension celular. Debido a que la suspension celular es
delgada, la transferencia térmica es rapida y las células se pueden congelar uniformemente a una velocidad 6ptima. La
congelacion uniforme ayuda a asegurar la homogeneidad de las células.

Las bolsas de congelacién se van a fabricar con un conjunto de transferencia integral. Este conjunto de transferencia
integral estd compuesto por una longitud tuberia de flexible, que en algunas aplicaciones puede tener una o mas ramas.
Estas ramas se denominan algunas veces como pata o patas. Cuando las bolsas se van a rellenar, el extremo libre del
conjunto de transferencia se soldar de forma estéril a la longitud de la tuberia que estd conectada a la fuente de la
suspension celular. Este procedimiento elimina virtualmente la posibilidad de contaminacién cuando se rellenan las
bolsas.

Cada pata del conjunto de transferencia estd conectada a la bolsa de congelacion celular. Cada pata tiene una pinza
de apriete o dispositivo similar para controlar el flujo de células a la bolsa de congelacién celular unida. El conjunto
de transferencia y las bolsas conectadas se esterilizan y dosifican como una unidad. Para cada bolsa, la secuencia de
relleno es:

a) se abre la pinza de apriete en la pata del conjunto de transferencia conectado,
b) se bombea la suspensién celular al interior de la bolsa,

c) se cierra la pinza de apriete,

d) se extrae todo el aire de la bolsa por encima de la “linea de cierre hermético” (una linea por debajo de la
conexion con el conjunto de transferencia)

e) se cierra herméticamente la bolsa a lo largo de la “linea de cierre hermético”, y

f) se corta la bolsa por encima del cierre hermético hecho en e), cortando la conexién entre la bolsa y el
conjunto de transferencia.
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Si se bombea la suspension celular a velocidad constante, se pueden rellenar las bolsas basandose en un intervalo
de tiempo fijo. Una vez se cierra herméticamente la bolsa y se corta por encima de la linea de cierre hermético, el
conjunto de transferencia ya no estd unido a la bolsa. Esto elimina uno de los puntos de vulnerabilidad durante el
almacenamiento.

La presente invencién usa una longitud unida de una tuberia que se puede soldar de forma estéril para drenar
los contenidos. Esta longitud de tuberia se denomina linea de inoculacién. Un extremo de la linea de inoculacién
esta conectado con el cuerpo de la bolsa de congelacion celular. Este extremo conectado comunica libremente con el
compartimento que contiene la suspension celular. Durante el almacenamiento, la linea de inoculacién estd protegida
del dafio mecénico encerrdndola firmemente en su propio compartimento. Cuando se van a usar los contenidos de
la bolsa, el extremo libre de la linea de inoculacién se suelda de forma estéril con una longitud de tuberia que esta
conectada al biorreactor de inoculacién.

La invencién se basa en un nuevo conjunto de bolsa de crioconservacién segtn se reivindica en la reivindicacién 1
para la expansion en serie de la siembra de las células de mamiferos. Usando este nuevo conjunto de bolsa, se aumenta
el nimero de células en cada alicuota del MWCB. Esto reduce la extension a la cual deben multiplicarse las células en
la expansion en serie de la siembra. Es posible aumentar un poco el nimero de células por alicuota concentrdndolas.
Sin embargo, es mds sencillo aumentar el volumen de cada alicuota.

Para el nuevo conjunto de bolsa de crioconservacion segin se reivindica en la reivindicacién 1 para la expansién en
serie de la siembra de células de mamiferos, se aumenta el volumen de cada alicuota a 100 ml. Un biorreactor dedicado
a inoculacion se inocula directamente transfiriendo de manera estéril los contenidos de la bolsa de congelacion celular
al biorreactor. Esta inoculacidn tiene lugar sin que intervenga ningtin matraz de cultivo de tejido, botellas cilindricas,
matraces en agitacion, o recipientes comparables. El volumen inicial de cultivo en el biorreactor dedicado a inoculacién
es de 2 1, aumentando a 15 I a medida que se multiplican las células (Heidemann y col, 2001).

No es suficiente usar un vial mas grande con la misma geometria que los usados en la practica corriente. Cuando
se escala esta geometria, la seccidn transversal mds grande da como resultado tiempos de congelaciéon més largos y
un gradiente térmico significativo entre el exterior del vial y el centro. Esto es una desviacién del requisito de una
alicuota homogénea de células para la inoculacién del biorreactor. Se usa un disefio basado en bolsa para proporcionar
una seccién transversal que sea de espesor comparable al los viales de congelacién celular usados en la préctica actual.
Mas especificamente, se rellena la bolsa hasta una fraccidon de su capacidad méxima para proporcionar una seccién
transversal muy delgada. La seccion transversal delgada da como resultado un enfriamiento rdpido de la alicuota
completa, con un gradiente térmico muy pequeiio.

Existen bolsas de congelacion celular en el mercado que se adectian a los volimenes descritos anteriormente (Vija-
yaraghhavan y col, 1998 y Regidor y col, 1999), sin embargo, estas bolsas tienen numerosas limitaciones. Las bolsas
de congelacion celular actualmente disponibles estdn construidas principalmente en acetato de etileno vinilo (EVA). El
EVA es quebradizo a las temperaturas a las que se almacenan normalmente las suspensiones celulares. Esto da como
resultado que las bolsas de congelacién celular sean fragiles desde el momento en el que los contenidos de la bolsa
se reducen a las temperaturas de almacenamiento hasta el momento en el que los contenidos de la bolsa comienzan a
descongelarse. Este intervalo de vulnerabilidad incluye el almacenamiento a largo plazo, que se mide normalmente en
décadas. Cualquier agrietamiento de la bolsa de congelacion celular en este intervalo de vulnerabilidad da probable-
mente como resultado la contaminacién de los contenidos.

Una segunda limitacién de las bolsas de congelacion celular actualmente disponibles es el uso extendido de tuberfas
de policloruro de vinilo (PVC) para rellenar y drenar las bolsas. La tuberia de PVC es quebradiza a las temperaturas
normales de almacenamiento de la suspension celular, y se sabe que el plastificante usado en la fabricacién de los
materiales de PVC lixivia el pléstico en los medios que lo rodean. Estas limitaciones hacen del PVC una eleccién
indeseable para estas bolsas de congelacion celular.

Una tercera limitacién de las bolsas de congelacion celular actualmente disponibles es que se vacian mediante un
puerto con cierre Luer o cubierto por membrana. De nuevo, esto es una fuente potencial de contaminacion.

Figura 1

La Figura 1 muestra la realizacion preferida del conjunto de transferencia que se puede soldar de forma estéril. El
extremo libre del conjunto de transferencia es estéril y se puede soldar. En la realizacién preferida, toda la tuberia del
conjunto de transferencia es compatible con un soldador para tuberia estéril. En algunas realizaciones, parte o toda la
tuberia diferente del extremo libre no es compatible con el soldador para tuberia estéril.

En la realizacion preferida, hay 10 bolsas conectadas al conjunto de transferencia. En otras realizaciones, hay entre
2 y 100 bolsas conectadas al conjunto de transferencia.

En la presente realizacion, el extremo libre tiene la misma longitud de tuberia que el resto de las patas que es-
tan conectadas. En otras realizaciones, pueden estar interviniendo uniones o conectores entre el extremo libre y las
patas.
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En la realizacién preferida, el extremo libre del conjunto de transferencia se suelda bien herméticamente para evitar
la contaminacién. En otras realizaciones, el extremo libre del conjunto de transferencia no se suelda bien hermética-
mente, sino que en su lugar se:

1. cierra por medio de una pinza, o

2. cierra por medio de una vélvula, o

3. un dispositivo de desconexion rapida, o

4. mantiene en una condicion estéril por medio de un envasado secundario.

En la realizacién preferida, el flujo hacia cada bolsa de congelacion celular estd controlado mediante una tinica
pinza de apriete cautiva. En otras realizaciones, las pinzas de apriete en las patas del conjunto de transferencia pueden
no estar cautivas sino que, en su lugar, pueden aplicarse a la tuberfa en el momento del uso. Adicionalmente, en algunas
realizaciones, se pueden usar en lugar de las pinzas de apriete valvulas de bola, valvulas de compuerta, vilvulas de

mariposa, o dispositivos de control de flujo en linea comparables en las patas del conjunto de transferencia.

En la realizacion preferida, la longitud entre el extremo libre y el comienzo de cada pata es de 10-15 centimetros.
En otras realizaciones, esta longitud puede oscilar entre 1 centimetro y 1000 centimetros.

En la realizacién preferida, la longitud de cada pata es de 10-15 centimetros. En otras realizaciones, esta longitud
puede ser la misma o variar de pata a pata dentro de intervalo de 1 centimetro a 200 centimetros.

Figura 2

La Figura 2 muestra la realizacion preferida de los compartimentos en la bolsa de congelacién celular. Cuando
una bolsa de congelacién celular estd rellena con la suspension celular, especificamente, es el compartimento de la
suspension celular el que se rellena. Este compartimento se rellena mediante el conjunto de transferencia. La suspen-
sién celular permanece en este compartimento durante la congelacion, el almacenamiento y la descongelacién. Tras la
descongelacion, la suspension de células se drena de este compartimento mediante la linea de inoculacién.

En la realizacién preferida, la capacidad del compartimento de suspension celular cuando se infrarrellena para
mantener una seccion transversal delgada adecuada, es de 100 milimetros. En otras realizaciones, la capacidad del
compartimento de suspension celular puede oscilar entre 2 milimetros y 5 litros.

En la realizacién preferida, el compartimento de la linea de inoculacién se muestra como adyacente al compar-
timento de suspension celular y al compartimento de marca. En otras realizaciones, el compartimento de la linea de
inoculacién puede estar:

1. adyacente al compartimento de la suspension celular, pero no adyacente al compartimento de marca, y/o
2. parcialmente dentro del compartimento de la suspensién celular, o
3. enteramente dentro del compartimento de la suspensién celular.

El compartimento de la linea de inoculacién se describird adicionalmente en relacién con la Figura 5.

Se accede al compartimento de marca mediante una ranura estrecha. Tras la insercién de la marca, se rellena el
compartimento de la suspension celular. EI aumento del espesor del compartimento de la suspension celular tras el
relleno obstruye la abertura en el compartimento de marca. Esto hard improbable que la marca se resbale.

En algunas realizaciones no existe compartimento de marca separado, marcandose la bolsa:

1. directamente mediante transferencia de tinta u otro pigmento (usando una prensa, estampadora, pluma,
rotulador, o impresora), o

2. con una marca adhesiva, o

3. con una serie de muescas en el borde de la bolsa, o

4. estampando en relieve el material de la bolsa

5. con una serie de perforaciones del material de la bolsa, o
6. con material incluido en la suspension celular, o

7. con marcas en la linea de inoculacién
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Figura 3

La Figura 3 muestra la realizacién preferida de la conexidn entre el extremo de la bolsa del conjunto de transferen-
cia y el compartimento de la suspension celular. En esta realizacion, el extremo del conjunto de transferencia penetra
en la costura del compartimento de la suspension celular. Adicionalmente, en algunas realizaciones, puede existir
un accesorio que penetre en la costura del compartimento de la suspensién celular y el conjunto de transferencia se
conecta a este accesorio.

El extremo del conjunto de transferencia que estd en el interior del compartimento de la suspension celular esta
abierto.

Figura 4

La Figura 4 ilustra la realizacién preferida de la bolsa antes del rellenado (a), la bolsa rellena y cerrada hermética-
mente (b), y la bolsa rellena, cerrada herméticamente y cortada (c). El dibujo de la parte superior (a) muestra la bolsa
antes de que se haya rellenado. Suponiendo que el conjunto de transferencia se haya conectado ya a la fuente celular,
tienen lugar las siguientes etapas entre los dibujos de la parte superior y la media:

a) se abre la pinza de apriete en la pata del conjunto de transferencia conectado,
b) se bombea la suspension celular al interior de la bolsa,

¢) se cierra la pinza de apriete

d) se extrae todo el aire de la bolsa por encima de la “linea de cierre hermético”, y
e) se cierra herméticamente la bolsa a lo largo de la “linea de cierre hermético”.

Entre los dibujos de la parte media (4(b)) y superior (4(c)), se corta la bolsa por encima del cierre hermético
realizado en la etapa e). Esto retira el conjunto de transferencia de la porcién de la bolsa que se va a congelar y
almacenar. También, la porcién que se va a almacenar contiene poco o ningtn aire.

En la realizacién preferida, se imprime la linea de cierre hermético en la bolsa de congelacion celular directamente
mediante transferencia de tinta u otro pigmento (usando una prensa, estampadora, pluma, rotulador, o impresora). En
otras realizaciones, la linea de cierre hermético estd marcada:

1. con estampado en relieve del material de la bolsa, o

2. con una marca adhesiva, o

3. con material que se pega o se suelda a la bolsa, o

4. con una o mas muescas en el borde de la bolsa, o

5. con una serie de perforaciones del material de la bolsa en el borde de la bolsa.
Figura 5

La Figura 5 muestra la realizacion preferida del compartimento del puerto de espiga, el compartimento de la linea
de inoculacién, la linea de inoculacién y su conexién al compartimento de la suspensién celular. En la realizacién pre-
ferida, el compartimento de la linea de inoculacién se dimensiona para encajar estrechamente la linea de inoculacion,
proporcionando a ésta proteccién contra el dafio. Ajustando estrechamente el compartimento a la linea de inoculacion,
unicamente se pierde un volumen limitado de suspensién celular si se produce algtin dafio en la linea de inoculacién.
Adicionalmente, en otras realizaciones, se puede proteger la linea de inoculaciéon mediante la inclusién de material
de empaquetado en el compartimento de la linea de inoculacién, la inclusién de material rigido en las costuras o la
superficie del compartimento de la linea de inoculacién, o la inclusién del compartimento de la linea de inoculacién
en el compartimento de la suspension celular.

En la realizacién preferida, la longitud completa de la inoculacién es compatible con un soldador para tuberia
estéril. En algunas realizaciones, parte de la tuberfa diferente del extremo libre no es compatible con un soldador para

tuberia estéril.

En esta realizacion, la tuberia de inoculacién es una longitud tnica de tuberia. En otras realizaciones pueden
intervenir juntas, codos u otros conectores en la tuberia de inoculacién.

En la realizacidn preferida, la longitud de la tuberia de inoculacién en el interior del compartimento de la tuberia de
inoculacién es de 10-20 centimetros. En otras realizaciones, la longitud de la tuberia puede oscilar entre 3 centimetros
y 3 metros.
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El extremo de la linea de inoculacién en el interior del compartimento de la suspensién celular estd abierto. En
esta realizacion, el extremo de la linea de inoculacién penetra la costura entre el compartimento de la suspension y el
compartimento de la linea de inoculacién. Adicionalmente, en algunas realizaciones, existe un accesorio que penetra
la costura entre el compartimento de la suspension celular y el compartimento de la linea de inoculacién, y el conjunto
de transferencia se conecta a este accesorio.

En la realizacion preferida, la linea de inoculacién tiene una flexion de noventa grados dentro del compartimento
de la linea de inoculacién. Adicionalmente, en otras realizaciones, la linea de inoculacién puede:

1. no tener flexion, o

2. tener un niimero de flexiones de 90° diferentes de 1, pero entre una y veinte, o
3. tener de una a veinte flexiones en dngulos mayores o menores de 90°, o

4. tener de una a veinte flexiones en una combinacién de dngulos, o

5. formar una espiral (sefialar que una linea espiral puede ser mas dificil de usar en conjuncién con un soldador
para tuberia estéril).

En la realizacién preferida, el extremo libre de la linea de inoculacidn se suelda bien herméticamente para evitar la
contaminacién y para reducir la probabilidad de que la suspension celular migre a la linea de inoculacién antes de que
se vacie la bolsa. Adicionalmente, en algunas realizaciones, el extremo libre de la linea de inoculacién no se suelda
bien herméticamente, sino que en lugar de esto se cierra por medio de:

1. una vélvula de bola, vdlvula de compuerta, vdlvula de mariposa, o dispositivos de control de flujo en linea
comparables incorporados por el fabricante, o

2. una vélvula de bola, vilvula de compuerta, valvula de mariposa, o dispositivos de control de flujo en linea
comparables incorporados, afiadidos por el usuario, o

3. una pinza aplicada por el fabricante, o
4. una pinza aplicada por el usuario, o
5. un dispositivo de desconexién rapida con valvula incorporada, o
6. un dispositivo de desconexion rapida tapado por el fabricante, o
7. un dispositivo de desconexién rapida tapado por el usuario.
La Figura 5 ilustra también el compartimento del puerto de espiga. En el caso en el que se dafie la linea de
inoculacién, serd posible drenar la bolsa por medio del puerto de espiga. Debido a que el puerto de espiga estd en

su propio compartimento, se puede acceder a éste sin pérdida adicional de la suspension celular desde la linea de
inoculacion.
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REIVINDICACIONES
1. Un conjunto de bolsa de crioconservacion del banco celular de trabajo del fabricante que comprende:

una bolsa de politetrafluoroetileno, comprendiendo la bolsa cuatro compartimentos separados y cerrados
herméticamente, comprendiendo dichos compartimentos un compartimento de la suspensién celular, un
compartimento del puerto de espiga, un compartimento de la linea de inoculacién y un compartimento de
marca;

una primera longitud de tuberia no de PVC que se puede usar para acoplar de manera estéril antes de la
crioconservacion y conectarse y comunicar con uno de los compartimentos cerrados herméticamente una
segunda longitud de tuberia no de PVC resistente a una temperatura de -180°C que se puede usar para aco-
plar de manera estéril tras la crioconservacidn y conectarse a y comunicar con uno de los compartimentos
cerrados, y

un puerto de espiga que tiene medios para exportar células desde uno de los compartimentos.

2. El conjunto de bolsa de crioconservacion de la reivindicacién 1, en el que el compartimento de la suspensién
celular comprende medios de conexién impermeable que unen dicha primera longitud de tuberia con dicho comparti-
mento de la suspension celular, y a través del cual se pueden transferir las células al interior de dicho compartimento.

3. El conjunto de bolsa de crioconservacién de la reivindicacién 1, en el que el compartimento de la linea de ino-
culacién comprende medios de conexion herméticos resistentes a una temperatura de -180°C que unen dicha segunda
longitud de tuberia con dicho compartimento de la suspension celular y a través de los cuales se pueden transferir las
células al exterior de dicho compartimento.

4. El conjunto de bolsa de crioconservacion de la reivindicacién 3, en el cual la segunda longitud de tuberia estd
contenida en el interior del compartimento de la linea de inoculacién.

5. El conjunto de bolsa de crioconservacién de la reivindicacién 1, en el que el puerto de espiga estd encerrado en
el interior del compartimento del puerto de espiga.

6. El conjunto de bolsa de crioconservacién de la reivindicacién 1, en el que el compartimento de marca comprende
una ranura de acceso configurada para permitir la insercién de una marca en dicho compartimento de marca.
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Extremo libre del conjunto de transferencia que se
puede soldar de forma estéril

L. Bolisa numero 1

Pinza de apriete

J\——f Bolsa niimero 2

Pinza de apriete

\——‘ Bolsa numero 3

Pinza de apriete

\—- Bolsa

numero 10

Pinza de apriete

Figura 1

Realizacion preferida del conjunto de transferencia que se
puede soldar de forma estéril con las bolsas unidas.

10



ES 2331233 T3

Compartimento de la suspensioén celular

Compartimento
de marca

Compartimento Compartimento de la linea
del puerto de espiga de inoculacion

Figura 2

Dibujo de una realizacién preferida de una bolsa de
congelacion celular, que muestra los diversos compartimentos.
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Desde la rama del conjunto
de transferencia
N

J\\
Conjunto de transferencia
Extremo de la bolsa abierto hacia el
del conjunto de transferencia : compartimento de la

suspension celular
(sin cierre hermético)
en éste extremo

Compartimento de la
suspension celular

Figura 3

Detalle de la bolsa de congelacién celular, que ilustra una realizacion
preferida de la conexion entre el conjunto de transferencia y la bolsa.
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Figura 4
Realizacion preferida de la bolsa a) antes de rellenar, b) la bolsa

rellena y cerrada herméticamente, y c) la bolsa rellena, cerrada

herméticamente y cortada.
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Compartimento de la suspension celular

Puerto de espiga

Compartimento
de marca

r
3
13
o
Qo
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5
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O
<
o
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o-
3

Compartimento§compartimento de la linea de inoculacién
del puerto

de espiga Extremo libre de la linea de inoculacién

(cerrado herméticamente)

Figura 5

Detalle de la bolsa de congelacion celular, que muestra una realizacion preferida
del compartimento del puerto de espiga, el compartimento de la linea de
inoculacion, la linea de inoculacion y su conexion con el compartimento de la
suspension celular.
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suspension celular, la suspension
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Figura 6
Detalle de la bolsa de congelacion celular, que muestra una realizacion
preferida del compartimento de marca en seccién transversal. En Ia izquierda,
el compartimento de la suspension celular esta sin rellenar (a, en la derecha,
éste esta relleno (b.
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