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(57) Abstract: The invention relates to a receptacle
designed for culture of cells including a first access
channel (4) to the volume inside the receptacle, that
is located on a transverse edge of the receptacle, the
receptacle comprising a longitudinal folding line (7)
along which the receptacle can be folded so as to form
a first and a second compartment (8, 9) on each side of
said folding line (7), the first compartment (8) being
provided with a first longitudinal deflector (10) that is
arranged to form a first confinement chamber (12) and
a first nutrition chamber (13), said first chambers being
in fluid communication and second compartment (9)
being provided with a second longitudinal deflector
(14) that is arranged to form a second confinement
chamber (16) and a second nutrition chamber (17),
said second chambers being in fluidic communication.

(57) Abrégé : L’invention concerne un récipient des-
tiné a la culture de cellules comprenant une premiere
voie d'acces (4) au volume intérieur du récipient, qui est
située sur un bord transversal du récipient, le récipient
comportant une ligne de pliure longitudinale (7) selon
laquelle le récipient peut étre plié de sorte a former, de
part et d'autre de ladite ligne de pliure (7), un premier
et un deuxiéme compartiments (8,9), le premier com-
partiment (8) étant pourvu d'un premier déflecteur lon-
gitudinal (10) qui est agencé pour former une premiere
chambre de confinement (12) et une premiére chambre
de nutrition (13), lesdites premieres chambres étant en
communication fluidique,
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et le deuxieme compartiment (9) étant pourvu d'un deuxieme déflecteur longitudinal (14) qui est agencé pour former une deuxieme

chambre de confinement (16) et une deuxieéme chambre de nutrition (17), lesdites deuxiemes chambres étant en communication
fluidique.



10

15

20

25

30

WO 2007/122299 PCT/FR2006/000867

Récipient destiné a la culture de cellule comprenant des chambres de

e —————

confinement et de nutrition

L'invention concerne un récipient destiné a la culture de cellules ainsi qu'un

procédé de mise en culture des cellules avec un tel récipient.

Le récipient selon linvention est destiné & la culture de cellules en suspension
et notamment a la culture simultanée de différents types de cellules.

L'avénement des cultures in vitro de cellules directement transplantables chez
'homme est a P'origine du développement de différents types de récipients pour
le conditionnement desdites cultures. Utilisés dans un cadre médical, pour la
préparation de produits de thérapie cellulaire et génique, ces récipients doivent
présenter des garanties en matiére de confinement des cellules, de prévention
des risques de contamination et des erreurs techniques de manipulation. Lesdits
récipients se doivent donc de respecter les regles strictes de bonne pratique des
produits transfusables pour le conditionnement clos et le transfert des cellules.

De fait, l'utilisation de poches souples s’est accrue pour cultiver des cellules
exploitées en thérapeutique humaine, notamment dans le cadre du
développement des protocoles cliniques d’expansion ex vivo des cellules
souches hématopoiétiques issues de prélévement de moelle osseuse, de sang
périphérique et de sang de cordon. Le document US 6 297 046 illustre de telles
poches souples destinées a la culture de cellules.

Cependant, certains protocoles cliniques d'expansion necessitent de cultiver
simultanément plusieurs types de cellules. Or, les poches souples, posées a
plat dans I'incubateur lors de la phase de culture, ne sont pas adaptées pour ce
type de culture. En effet, la co-culture nécessite de concentrer les cellules dans
un espace confiné afin de favoriser leur communication.

La co-culture est en général réalisée dans des puits a fond rond. Cette culture

en systéme ouvert n'est pas compatible avec un usage clinique en routine.
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Il convient de développer un récipient qui puisse respecter les bonnes pratiques,

notamment en terme de confinement et de risque de contamination.

A cet effet et selon un premier aspect, I'invention propose un récipient destiné a
la culture de cellules, comprenant une premiére et une deuxiéme feuilles en
matériau thermoplastique souple solidarisées I'une a l'autre au voisinage de leur
périphérie de sorte a former un volume intérieur, le récipient comprenant au
moins une premiére voie d’accés au volume intérieur qui est située sur un bord
transversal du récipient et agencée pour permetire lintroduction et/ou la
récupération des cellules. Le récipient comporte une ligne de pliure longitudinale
selon laguelle le récipient peut étre plié de sorte a former, respectivement de
part et d'autre de ladite ligne de pliure, un premier et un deuxiéme
compartiments dans le volume intérieur. Le premier compartiment est pourvu
d'un premier déflecteur longitudinal qui est agencé pour former, entre un bord
longitudinal du récipient et ledit premier déflecteur, une premiére chambre de
confinement et, entre ledit premier déflecteur et la ligne de pliure, une premiere
chambre de nutrition, lesdites premiéres chambres de confinement et de
nutrition étant en communication fluidique. La premiére voie d'accés débouche
dans la chambre de nutrition. Le deuxiéme compartiment est pourvu d'un
deuxiéme déflecteur longitudinal qui est agencé pour former, entre ['autre bord
longitudinal du récipient et ledit deuxiéme déflecteur, une deuxiéme chambre de
confinement et, entre ledit deuxiéme déflecteur et la ligne de pliure, une
deuxiéme chambre de nutrition, lesdites deuxiémes chambres de confinement

et de nutrition étant en communication fluidique.

Selon un deuxiéme aspect, l'invention propose un procédé de mise en culture
de cellules en suspension, comprenant les étapes:

- introduire des cellules en suspension dans un récipient selon le premier
aspect de linvention par la premiére voie d'acces,

- plier ledit récipient le long de la ligne de pliure,

- incliner le récipient plié dans le plan vertical jusqu'a amener les cellules
en suspension dans les chambres de confinement.
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D’autres objets et avantages de linvention apparaitront au cours de la

description qui suit en référence aux dessins annexés dans lesquels :

- La figure 1 représente de fagon schématique une vue de face du récipient
selon un mode de réalisation de l'invention,

- la figure 2 représente de fagon schématique une vue en perspective du
récipient de la figure 1 contenant des cellules, lorsqu'il est plié,

- les figures 3 & 5 représentent de fagon schématique une coupe transversale
du récipient de la figure 1 maintenu plié par un assemblage & rainure et
languette, sur un crochet ou sur un support, respectivement.

- la figure 6 représente de fagon schématique une vue en perspective d'un
récipient selon un autre mode de réalisation de l'invention contenant les cellules
et le milieu de culture et lorsqu'il est plié,

- la figure 7 représente de fagon schématique une vue de face du récipient selon
un autre mode de réalisation,

- les figures 8a a 8c représentent de fagon schématique le récipient de la figure
1 a différentes étapes de mise en culture des cellules,

- la figure 9 représente de fagon schématique le récipient de la figure 1 en
position pliée avec une pince.

Les termes "supérieur” et "inférieur" sont définis par rapport a la position du
récipient lorsque la premiére voie d'acces est le plus haut, comme représenté
sur la figure 1, c'est-a-dire la position du récipient au moment de lintroduction
des cellules. Le plan du récipient définit également le plan "vertical”.

L'invention propose un récipient destiné a la culture de cellules, notamment les
cellules non adhérentes. En particulier, le récipient permet la culture de cellules
provenant d'une ou plusieurs populations dans un espace confiné.
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Par exemple, le récipient est utilisé pour I'activation des lymphocytes infiltrant la
tumeur (TIL ou Tumor Infiltrating Lymphocytes) par coculture avec une autre
population de cellules.

En référence a la figure 1, le récipient 1 comprend une premiére et une
deuxieéme feuilles 2,3 en matériau thermoplastique souple solidarisées I'une a
Fautre au voisinage de leur périphérie de sorte a former un volume intérieur.

Des exemples de matériau thermoplastique souple sont le polychlorure de
vinyle, f'alcool polyvinylique, le polyéthyléne téréphtalate ou le polystyréne.
D'autres exemples sont 'EVA, des polyoléfines tel que le polypropyléne, le
polyéthylene et/ou le polybutadiéne, ou des polyméres fluorés tel que I'éthyléne-
propylene fluoré (FEP), le Teflon® PFA ou le polytrétrafluoréthyléne (PTFE).
Ces derniers exemples de matériau présentent I'avantage d'étre perméables
aux gaz et stérilisables.

Selon une réalisation possible, les feuilles sont soudées. Toutefois, les feuilles
peuvent également étre solidarisées par une méthode différente, notamment par
collage.

Le recipient 1 comprend au moins une premiére voie d’accés 4 au volume
intérieur qui est située sur un bord transversal du récipient et agencée pour
permettre l'introduction et/ou la récupération des cellules.

Le bord transversal sur lequel est située la voie d'accés est par définition le bord

supérieur 5, l'autre bord étant le bord inférieur 6.

Selon une réalisation, la premiére voie d'acces 4 est formée d'une partie de
tubulure, insérée entre les deux feuilles.

Selon l'invention, le récipient comporte une ligne de pliure longitudinale 7 selon
laquelle le récipient peut étre plié de sorte a former, respectivement de part et
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d’'autre de ladite ligne de pliure, un premier et un deuxieme compartiments 8,9

dans le volume intérieur.

Le premier compartiment est pourvu d'un premier déflecteur longitudinal 10 qui
est agencé pour former, entre un bord longitudinal 11 du récipient et ledit
premier déflecteur 10, une premiere chambre de confinement 12 et, entre ledit
premier déflecteur 10 et la ligne de pliure 7, une premiére chambre de nutrition
13, lesdites premiéres chambres de confinement 12 et de nutrition 13 étant en

communication fluidique.

Le deuxiéeme compartiment 9 est pourvu d'un deuxieme déflecteur 14
longitudinal qui est agencé pour former, entre l'autre bord longitudinal 15 du
récipient et ledit deuxiéme déflecteur 14, une deuxiéme chambre de
confinement 16 et, entre ledit deuxiéme déflecteur 14 et la ligne de pliure 7, une
deuxieme chambre de nufrition 17, lesdites deuxiémes chambres de

confinement 16 et de nutrition 17 étant en communication fluidique.

Comme le montrent les différentes figures, la premiére voie 4 d'accés débouche
dans la chambre de nutrition 13.

Chacune des chambres de confinement 12,16 est destinée a recevoir des
cellules a cultiver, notamment des cellules non adhérentes en suspension dans
un peu de milieu de culture. Les chambres de confinement 12,16 définissent un
espace présentant un volume réduit, ce qui permet de maintenir une forte

densité cellulaire.

Le volume des chambres de confinement 12,16 est déterminé par la taille des
déflecteurs 10,14.

Lors de la phase de culture, le récipient 1 est plié selon la ligne de pliure 7 et
positionné horizontalement dans le plan vertical comme illustré sur la figure 2,
de sorte que les cellules en suspension dans les chambres de confinement
12,16 sédimentent par gravité au niveau des arétes 18,19 définies par la

jonction des deux feuilles 2,3 formant le récipient 1.
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Le fait de plier le récipient permet d'exploiter les deux arrétes 18,19
longitudinales du récipient.

Dans cette réalisation et comme le montrent les figures 3 a 5, les fonds des
chambres de confinement 12,16 présentent une forme en V, favorisant la
concentration des cellules en culture.

Chacune des chambres de nutrition 13,17 est destinée & recevoir un milieu de
culture servant a alimenter les cellules se trouvant dans chacune des chambres
de confinement 12,16 (figure 6).

Un premier et un deuxiéme déflecteur 10,14 séparent respectivement la
premiéere chambre de confinement 12 de la premiére chambre de nutrition 13 et
la deuxieme chambre de confinement 16 de la deuxiéme chambre de nutrition
17.

Le déflecteur 10 ou 14 contraint les cellules en culture a rester dans la chambre
de confinement 12 ou 16. De plus, lors de l'ajout ou le retrait de milieu de
culture, le déflecteur 10 ou 14 empéche les cellules d'étre déplacées ou remises
en suspension.

Par exemple, au moins un déflecteur 10 ou 14 est formé d'un cordon de
soudure 20 entre les feuilles, ledit cordon s'étendant longitudinalement a
Pintérieur du compartiment en formant au moins une zone de communication
transversale entre les chambres de confinement 12,16 et de nutrition 13,17.

Selon la réalisation de la figure 1, le cordon est distant des bords du récipient de
sorte a former deux =zones de communication transversale 21,22,

respectivement supérieure et inférieure.

Dans cette réalisation, les cellules en suspension sont isolées dans les
chambres de confinement 12,16 et 'échange avec le milieu de culture s'effectue
au niveau des extrémités des déflecteurs 10,14.
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Selon une variante représentée sur la figure 6, le cordon de soudure 20 est
discontinu. Le cordon de soudure est notamment formé d'une succession de
points de soudure de faible longueur réguliérement espacés.

Les espaces entre les points de soudure augmentent les échanges fluidiques
entre la chambre de confinement 12 ou 16 et le milieu de culture placé dans la
chambre de nutrition 13 ou 17.

De facon avantageuse, les points de soudure adjacents aux bords du récipient
sont accolés aux bords du récipient. Ainsi, lorsque du milieu de culture est
ajouté dans le récipient disposé horizontalement, les points de soudure
empéchent le milieu de culture de s'écouler directement sur les cellules en

culture et donc de les remetire en suspension.

Dans cette réalisation, la voie d'accés 4 est avantageusement placée juste a
coté du déflecteur 10, de sorte que le milieu de culture s'écoule sur le point de
soudure accolé au bord 5 du récipient.

En relation avec la figure 2, le récipient 1 est plié selon la ligne de pliure 7. Par
exemple, la ligne de pliure est sous forme d'un pli réalisé dans le récipient,
notamment rigidifi€ par exemple par soudage.

Selon la figure 1, la ligne de pliure 7 comprend au moins un cordon de soudure
23 entre les feuilles.

En variante non représentée et afin de faciliter le pliage du récipient, la ligne de

pliure 7 comprend deux cordons de soudures disposés I'un a coté de l'autre.

Lors de la phase de culture, le récipient doit &étre maintenu en position pliée. Afin
de maintenir le récipient cette position pliée, il est possible d'utiliser par exemple

une pince ou un assemblage & rainure et languette 24 (cf. figure 3).
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Selon une autre réalisation représentée sur la figure 1, le récipient est muni de
deux paires d'ouvertures d'accrochage 25,26, par exemple sous forme d'ceillets.
Chaque paires d'ouverture est située respectivement a proximité des bords
transversaux supérieur et inférieur 5,6 du récipient. Pour chaque paire
d'ouverture d'accrochage, les ouvertures sont situées de part et d'autre de la
ligne de pliure 7.

Pour la culture des cellules, le récipient plié selon la ligne de pliure 7 est
suspendu a des crochets 27 par [lintermédiaire desdites ouvertures
d'accrochage 25,26, comme le montre la figure 4.

En variante représenté sur la figure 5, le récipient plié repose au niveau de la
ligne de pliure 7 sur un support.

Selon une réalisation représentée sur la figure 1, la ligne de pliure 7 s'étend du
bord supérieur 5 au bord inférieur 6 du récipient, de sorte & former deux

compartiments 8,9 isolés I'un de l'autre.

Le récipient comprend alors une deuxiéme voie d'accés 28 débouchant dans la
deuxiéme chambre de nutrition 17, ladite deuxiéme voie 28 étant prévue sur un
bord transversal du récipient.

Notamment, les premiére et deuxiéme voies d'accés 4,28 sont situées sur le
bord supérieur 5 du récipient, respectivement de part et d’autre de la ligne de
pliure 7.

Selon une variante représentée sur la figure 7, la ligne de pliure 7 s’étend du
bord supérieur 5 jusqu’a proximité du bord inférieur 6, de sorte a former une

zone inférieure de communication fluidique 29 entre les compartiments 8,9.

Cette réalisation permet un ensemencement plus facile et rapide des cellules,
puisqu'une seule voie d'accés est utilisée pour l'introduction des cellules. De
plus, cette variante apporte également I'avantage de pouvoir répartir de fagon

homogéne la quantité de cellules dans les deux compartiments 8,9.
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En variante non représentée, le récipient 1 comprend une troisitme et/ou
quatriéme voie d'accés débouchant dans la premiére et/ou deuxiéme chambre
de confinement 12,16, respectivement. Ces troisiéme et quatriéme voie d'acces

sont situées par exemple sur le bord supérieur 5 du récipient.

Ces troisiétme et quatriéme voie d'accés permettent le retrait des cellules du
récipient de fagon aisée.

On décrit maintenant une utilisation particuliere du récipient.

Le récipient est destiné a la culture de cellules, notamment des cellules non
adhérentes issus de différentes populations.

Ce récipient est particulierement adapté a l'activation des TIL (Tumor infiltrating
lymphocytes) avec une autre population de cellules.

Il est possible d'intégrer le récipient selon l'invention dans un systeme clos.

Le systéme comprend alors au moins deux éléments reliés entre eux en circuit
clos au moyen d’une tubulure, 'un au moins desdits éléments étant un récipient
selon l'invention, la tubulure étant connectée par une premiére extrémité a une
voie d'accés du récipient et par une deuxiéme extrémité a un autre élément du
systéme, de sorte a permettre le passage des cellules et/ou des fluides entre les

éléments du systéeme.

En particulier, le récipient est relié a une premiére et deuxieme poche de
culture.

Selon un deuxiéme aspect de l'invention, on décrit maintenant un procédé de
mise en culture de cellules en suspension, comprenant les étapes:
- introduire des cellules en suspension dans un récipient 1 selon le premier

aspect de l'invention par la premiére voie d'acces 4,
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- plier ledit récipient le long de la ligne de pliure 7,
- incliner le récipient plié dans le plan vertical jusqu'a amener les cellules
en suspension dans les chambres de confinement 12,16.

En relation avec les figures 8a a 8c, le récipient 1 étant initialement vide, la
premiére étape consiste en 'ensemencement des cellules dans le récipient,
c'est-a-dire l'introduction des cellules en suspension dans un minimum de milieu
de culture via la premiére et/ou la deuxiéme voie d'acces 4,28.

Pendant cette étape illustrée sur la figure 8a, le récipient 1 est tenu
verticalement et les cellules se retrouvent le long du bord transversal inférieur 6

du récipient.

Comme représenté sur la figure 8b, le récipient est ensuite plié selon la ligne de
pliure 7 pour former les deux compartiments 8,9.

Selon la figure 8c, on incline ensuite doucement le récipient de 90° dans le plan
vertical de sorte a8 amener la ligne de pliure 7 en position horizontale et les
cellules en suspension dans les chambres de confinement 12,16.

A la fin de cette étape, les cellules sont concentrées dans le fond des chambres
de confinement 12,16, le long des bords longitudinaux 11,15 du récipient.
L'étape suivante d'introduction du milieu de culture est réalisée lorsque le
récipient est plié et disposé horizontalement dans le plan vertical. Le milieu de
culture est introduit dans récipient via la premiére et la deuxieme voie d'acces
4,28.

De fagon similaire, lorsqu'il est nécessaire de renouveler ou retirer le milieu de
culture, une partie ou tout le milieu de culture est retiré du récipient via la
premiére et la deuxiéme voie d'accés 4,28 lorsqu'il est dans la méme position

que celle décrite pour l'introduction du milieu de culture.
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Comme représenté sur la figure 9, lors des étapes d'introduction ou de retrait du
milieu, on peut utiliser une pince ou un clamp 30 de longueur égale ou
supérieure a la longueur du récipient afin d'isoler complétement les chambres
de confinement 12,16 des chambres de nutrition 13,17. Ainsi, les cellules ne
sont pas perturbées pendant I'ajout, le renouvellement ou le retrait du milieu de
culture.
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REVENDICATIONS

Récipient (1) destiné a la culture de cellules, comprenant une premiere et
une deuxiéme feuilles (2,3) en matériau thermoplastique souple solidarisées
'une a Fautre au voisinage de leur périphérie de sorte a former un volume

intérieur, le récipient comprenant au moins une premiére voie d’accés (4) au

volume intérieur qui est située sur un bord transversal du récipient et

agencée pour permettre lintroduction et/ou la récupération des cellules,

caractérisé en ce que :

le récipient comporte une ligne de pliure longitudinale (7) selon laguelle le
récipient peut étre plié de sorte a former, respectivement de part et
d’autre de ladite ligne de pliure (7), un premier et un deuxiéme
compartiments (8,9) dans le volume intérieur,

le premier compartiment (8) est pourvu d'un premier déflecteur
longitudinal (10) qui est agencé pour former, entre un bord longitudinal
(11) du récipient et ledit premier déflecteur (10), une premiére chambre
de confinement (12) et, entre ledit premier déflecteur (10) et la ligne de
pliure (7), une premiére chambre de nutrition (13), lesdites premiéres
chambres de confinement et de nutrition (12,13) étant en communication
fluidique,

la premiére voie d'accés (4) débouche dans la chambre de nutrition (12),
et

le deuxiéme compartiment (9) est pourvu d'un deuxiéme déflecteur
longitudinal (14) qui est agencé pour former, entre l'autre bord
longitudinal (15) du récipient et ledit deuxiéme déflecteur (14), une
deuxiéme chambre de confinement (16) et, entre ledit deuxiéme
déflecteur (14) et la ligne de pliure (7), une deuxiéme chambre de
nutrition (17), lesdites deuxiémes chambres de confinement et de

nutrition (16,17) étant en communication fluidique.

2. Récipient selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'au moins un

déflecteur est formé d'un cordon de soudure (20) entre les feuilles, ledit

cordon s'étendant longitudinalement a [lintérieur du compartiment en
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formant au moins une zone de communication transversale entre les

chambres de confinement et de nutrition.

Récipient selon la revendication 2, caractérisé en ce que le cordon est
distant des bords du récipient de sorte a former deux zones de
communication transversale (21,22), respectivement supérieure et

inférieure.

Récipient selon la revendication 2 ou 3, caractérisé en ce que le cordon de

soudure (20) est discontinu.

Recipient selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caractérisé en
ce que la ligne de pliure (7) comprend au moins un cordon de soudure (23)

entre les feuilles.

Récipient selon la revendication 5 caractérisé en ce que la ligne de pliure (7)
comprend deux cordons de soudures disposés I'un a cété de l'autre.

Reécipient selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caractérisé en
ce que la ligne de pliure (7) s'étend du bord supérieur (5) au bord inférieur
(6) du récipient, de sorte a former deux compartiments (8,9) isolés 'un de

l'autre.

Récipient selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caractérisé en
ce que la ligne de pliure (7) s’étend du bord supérieur (5) jusqu'a proximité
du bord inférieur (6), de sorte a former une zone inféricure de

communication fluidique (29) entre les compartiments.

Récipient selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caractérisé en
ce qu'il comprend une deuxiéme voie d'accés (28) débouchant dans la
deuxiéme chambre de nutrition (16), ladite deuxiéme voie étant prévue sur

un bord transversal du récipient.
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Récipient selon la revendication 9, caractérisé en ce que les premiere et
deuxiéme voies d'accés (4,28) sont situées sur le bord supérieur (5) du
récipient, respectivement de part et d’autre de la ligne de pliure (7).

Systéme comprenant au moins deux éléments reliés entre eux en circuit
clos au moyen d’une tubulure, I'un au moins desdits éléments étant un
récipient conforme a I'une quelconque des revendications 1 a 11, la tubulure
étant connectée par une premiére extrémité a une voie d’acces du récipient
et par une deuxiéme extrémité a un autre élément du systéme, de sorte a
permettre le passage des cellules et/ou des fluides entre les éléments du

systéme.

Procédé de mise en culture de cellules en suspension, comprenant les

étapes:

- introduire des cellules en suspension dans un récipient (1) selon la
revendication 1 par la premiére voie d'acces (4),

- plier ledit récipient le long de la ligne de pliure (7),

- incliner le récipient plié dans le plan vertical jusqu'a amener les cellules

en suspension dans les chambres de confinement (12,16).
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