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Procédé de culture de cellules adhérentes

L’invention a pour objet un procédé de production de cellules adhérentes selon
lequel on introduit des cellules adhérentes dans un récipient de culture qui contient
des microporteurs dans un milieu de culture et on effectue plusicurs passages
cellulaires successifs dans ce méme récipient en utilisant a chaque fois tout ou partie
de la population cellulaire du passage cellulaire précédent pour réaliser le passage
cellulaire suivant. Elle concerne également la mise en ceuvre de ce procédé¢ pour la
production d’agents biologiques, servant notamment a la préparation de vaccins ou

de médicaments.

Dans les années 80, le développement de la technologie de culture cellulaire sur
microporteurs a facilité¢ la production a grande échelle de cellules adhérentes et par
voie de conséquence la production d’agents biologiques. La production de cellules
adhérentes destinées a la production d’agents biologiques pour un usage
pharmaceutique doit respecter néanmoins un certain nombre de prescriptions
réglementaires notamment : celle de proscrire 1’utilisation de cellules adhérentes au-
dela d’un certain nombre de « passages cellulaires » car il existe un risque de
transformation morphologique et/ou biologique des cellules. C’est le cas notamment

des cellules de la lignée Vero.

US 4,664,912 décrit un procéd¢ utilis¢ a 1’échelle industrielle pour produire un lot de
cellules adhérentes & partir d’'une semence de cellules provenant d’une banque
cellulaire de travail. Il repose sur une succession de passages cellulaires qui ont lieu
a chaque fois dans des bioré¢acteurs différents dont les volumes utiles augmentent au
cours des passages cellulaires successifs. Cela permet d’augmenter a chaque fois la
quantité de microporteurs tout en maintenant une concentration optimale en
microporteurs dans le milieu de culture qui est comprise généralement entre 1 et 5g/l.
La biomasse cellulaire augmente ainsi au cours des passages cellulaires successifs
jusqu’a obtenir le lot industriel de cellules désiré. Le transfert des cellules d’un
bioréacteur a un autre bioréacteur est réalisé aprés avoir décroché les cellules
adhérentes des microporteurs au moyen d’un traitement a la trypsine puis en

bloquant I’action de I’enzyme en introduisant des protéines sériques ou du sérum
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dans le milieu pour préserver autant que possible D'intégrité des cellules. La
suspension de cellules obtenue est alors transférée (en présence ou en I’absence des
microporteurs usages) dans un bioréacteur plus grand qui contient une quantité plus
importante de nouveaux microporteurs. Cette méthode de production industrielle de
cellules adhérentes requiert cependant 1’utilisation et la manipulation d’un matériel

important ce qui a une incidence sur les cotits de production des agents biologiques.

Pour diminuer les colts de production de cellules adhérentes destinées a la
production d’agents biologiques, EP 1060241 propose une méthode de production
plus rapide qui ne nécessite plus le besoin de repartir d’une semence de cellules
provenant d’une banque de travail a chaque fois que I’on veut produire un lot
industriel de cellules. La méthode consiste a transférer, aprés chaque passage
cellulaire, la plus grande partie des cellules (80 a 90% de la biomasse cellulaire) dans
un ou plusieurs autres bioréacteurs pour poursuivre 1I’amplification de la biomasse

cellulaire et constituer un lot de production industriel de cellules tandis que les 10 a

20 % de cellules restantes sont entretenues pour maintenir un stock « de cellules

nourriciéres » a partir desquelles on peut produire de nouveaux lots de cellules. Cette

méthode a néanmoins les inconvénients suivants :

- les lots de cellules produits présentent une certaine hétérogénéité dans la mesure
ou ils n’ont pas tous le méme nombre de passages cellulaires.

- Le maintien d’un stock de cellules « nourriciéres » en culture lors de chaque
opération de transfert entraine inévitablement un « vieillissement » des cellules
qui est directement li¢ au nombre de passages cellulaires effectués et ne peut
donc étre utilisé que pendant une période de temps limité pour les raisons

réglementaires déja évoquées.

Pour s’affranchir de ’utilisation d’enzymes protéolytiques telles que la trypsine qui
est néfaste a ’intégrité des cellules, Ohlson et coll dans Cytotechnology (1994), vol
14, pages 67-80 décrit une technologie de transfert des cellules adhérentes de
microporteur & microporteur (bead to bead transfert) en I’absence de tout traitement
enzymatique. Le contact étroit entre des microporteurs recouverts de cellules
adhérentes et des microporteurs nus favorise le transfert des cellules sur les

microporteurs nus a partir desquels les cellules peuvent s’amplifier. Pour augmenter
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la croissance cellulaire on rajoute donc des microporteurs nus a un milieu de culture
qui contient des microporteurs recouverts de cellules adhérentes et en agitant de
fagon intermittente le milieu de culture pour favoriser le contact entre microporteurs
Néanmoins la population de cellules qui est produite est « désynchronisée » puisque
les cellules sont a des stades variés du cycle cellulaire ce qui peut étre un

inconvénient majeur pour produire des agents biologiques.

I1 existe toujours le besoin d’optimiser les méthodes de production a grande échelle
de cellules adhérentes ainsi que la production d’agents biologiques qui en dérivent de

fagon & diminuer les cotts de production.

A cet effet, la présente invention a pour objet :

Un procédé¢ de production de cellules adhérentes selon lequel :

a. on introduit des cellules adhérentes dans un récipient de culture qui
contient des microporteurs dans un milieu de culture :

b. on amplifie les cellules en effectuant plusieurs passages cellulaires
successifs dans ce méme récipient de culture dans lequel chaque passage
cellulaire ultérieur au premier passage cellulaire est réalisé :

1. en utilisant tout ou partie de la population cellulaire qui a ¢té
obtenue lors du passage cellulaire précédent aprés avoir soumis la
population cellulaire a un traitement enzymatique pour détacher
les cellules des microporteurs; et

ii. en introduisant du milicu de culture et une quantité croissante de
microporteurs; et

c. On récolte la population cellulaire produite lors du dernier passage
cellulaire aprés avoir, de fagcon optionnelle, soumis la dite population
cellulaire a un traitement enzymatique pour détacher les cellules des

microporteurs.
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Elle a également pour objet :

Un procédé¢ de production d’un agent biologique produit par des cellules adhérentes
selon lequel :

a. on introduit des cellules adhérentes dans un récipient de culture qui
contient des microporteurs dans un milicu de culture ;

b. on amplifie les cellules en effectuant plusieurs passages cellulaires
successifs dans ce méme récipient de culture dans lequel chaque passage
cellulaire ultérieur au premier passage cellulaire est réalis¢:

1. en utilisant tout ou partic de la population cellulaire qui a été
obtenue lors du passage cellulaire précédent aprés avoir soumis la
dite population cellulaire a un traitement enzymatique pour
détacher les cellules des microporteurs, et

ii. en introduisant du milicu de culture et une quantité croissante de
microporteurs;

c. on traite la population cellulaire produite lors du dernier passage
cellulaire de maniére a ce qu’elle produise I’agent biologique, le dit
traitement ¢tant réalisé¢ dans le méme récipient de culture que celui qui a
¢té utilisé pour amplifier les cellules et ;

d. onrécolte ’agent biologique.

Selon un aspect du procédé production de I’agent biologique, 1’agent biologique est
un agent infecticux et le traitement de la population cellulaire est effectu¢ en
infectant la population cellulaire produite lors du dernier passage cellulaire avec ledit

agent infecticux dans un milieu d’infection.

Selon un aspect particulier, I’agent infecticux est le virus rabique et le milieu
d’infection est un milieu d’infection virale dépourvu de tout produit d’origine

animale.

Généralement le nombre de passages cellulaires effectués dans le méme récipient de

culture est 2, 3 ou 4.
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La concentration en microporteurs dans le milieu de culture pendant le premier

passage cellulaire est généralement < 1 g/l, et de fagon préférée < 0,5 g/l.

De facon trés préférée, le traitement enzymatique emploie une solution contenant

une enzyme protéolytique, telle que la trypsine.

Selon un autre aspect du procéd¢ selon I'invention, chaque passage cellulaire
ultérieur au premier passage cellulaire est réalisé en augmentant le volume du milieu

de culture.

De fagon préférée, le premier passage cellulaire est effectu¢ dans un volume de
milieu de culture qui est entre le 1/5 et la moiti¢ du volume utile du récipient de

culture.

Dans un autre mode du procédé selon I’invention, le milieu de culture est dépourvu

de sérum d’origine animale

De fagon préférée, le milieu de culture est dépourvu de produit d’origine animale.

Selon un autre aspect, la concentration en protéines dans le milieu de culture est

<15 mg/l.

Selon encore un autre aspect, le milieu de culture contient en outre un agent

protecteur cellulaire.

De fagon préférée, I’agent protecteur cellulaire est une polyvinyl pyrrolidone ou un

poloxamere.

Selon encore un autre mode de réalisation du procéd¢ selon I’invention, le récipient
de culture est un bioréacteur ayant un volume utile compris entre 3 et 3000 litres, de
facon préférée entre 20 et 1000 litres et de fagon particuli¢rement préférée entre 20 et

500 litres.
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Dans encore un autre mode, le récipient de culture est un bioréacteur a usage unique.

Dans un aspect particulier du procédé¢ selon I’invention, les cellules adhérentes sont

des cellules Vero.

De facon générale, la population cellulaire qui est récoltée contient une quantité de
cellules qui est au moins 60 fois plus importante que la quantité de cellules qui a été

initialement introduite dans le récipient de culture.

Dans un autre aspect, I’invention concerne un procédé de production de cellules
adhérentes selon lequel :

a. on décongele un stock de cellules adhérentes, puis

b. on soumet les cellules adhérentes congelées a I'un des modes de

réalisation du procéd¢ de I'invention.

Dans encore un autre aspect, 'invention concerne un procédé de production de
cellules adhérentes selon lequel aprés avoir produit des cellules adhérentes dans un
premier récipient de culture selon un procéd¢ de I’invention :

a. on transfére la population cellulaire récoltée aprés avoir soumis la dite
population cellulaire & un traitement enzymatique pour détacher les
cellules des microporteurs, dans un second récipient de culture dont le
volume utile est plus important et qui contient un milieu de culture
contenant des microporteurs en quantité plus importante que la quantité
de microporteurs qui ¢tait présente lors du dernier passage cellulaire
effectué¢ dans le premier récipient de culture, et

b. on met en ceuvre I'un des modes de réalisation du procéd¢ de I'invention

dans ce second récipient.

Dans un aspect particulier, on répéte 'un des modes de réalisation du procéd¢ selon
I’invention dans un troisiéme récipient de culture dont le volume utile est plus

important que le volume utile du second récipient de culture.
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L’invention concerne également 1’utilisation des cellules qui ont été produites selon

le procédé¢ de I’invention pour la production d’agents biologiques.

Elle concerne enfin un procédé¢ de production de cellules adhérentes dans un
récipient de culture qui contient des microporteurs dans un milieu de culture, selon
lequel on augmente la quantité de cellules produites d’un facteur > 60 en réalisant

des passages cellulaires successifs dans un seul et méme récipient de culture.

Description détaillée de 1’invention

L’invention concerne un procédé de production de cellules adhérentes selon lequel
pour amplifier des cellules et constituer des lots industriels de cellules on effectue
plusicurs passages cellulaires successifs dans un seul et méme récipient de culture
cellulaire. Grace a ce procédé on réduit le nombre de récipients de culture a utiliser
et les lots de cellules produits sont homogénes puisqu’ils ont tous le méme nombre
de passages cellulaires. Ce procéd¢ sert également a la production d’agents

biologiques.

Un « passage cellulaire » au sens de la présente invention débute au moment ou une
suspension de cellules adhérentes sont mises en contact avec des microporteurs dans
un milieu de culture et se termine habituellement au moment ou les cellules
adhérentes sont libérées de leurs microporteurs par traitement enzymatique et se
trouvent a nouveau sous la forme d’une suspension dans le milieu de culture. Un
passage cellulaire comprend habituellement les phases suivantes :

- une phase de colonisation des microporteurs qui correspond & la période de
temps pendant laquelle les cellules qui ont ét¢ mises en contact avec les
microporteurs dans un milicu de culture adhérent aux microporteurs ;

- une phase d’amplification des cellules adhérentes aux microporteurs qui
correspond a la période de temps pendant laquelle les cellules se multiplient sur
les microporteurs jusqu’a ce que la surface disponible des microporteurs
colonisés soit recouverte a plus de 70% et de fagon préférée a plus de 80% par
les cellules. Quand les cellules ont recouvert plus de 70% de la surface

disponible des microporteurs colonisés, on considére que les cellules adhérentes
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sont « substanticllement confluentes » ou ont atteint le « stade de confluence » ;
ct

- une phase de détachement des cellules substantiellement confluentes des
microporteurs au moyen d’un traitement enzymatique de sorte qu’un maximum
de cellules soient décrochées de leur support (en général plus de 80% et de facon
préférée plus de 90%) dans un espace de temps court (en général en moins de
30 minutes et souvent dans une période de temps inféricure a 20 minutes). La
population de cellules est alors essentiellement sous la forme d’une suspension
de cellules libérées de leurs microporteurs (ou détachées de leurs microporteurs).

Dans le cas de la présente invention, en fonction de ['utilisation des cellules

adhérentes qui sont produites, le dernier passage cellulaire effectu¢ dans le récipient

de culture comprend ou ne comprend pas de phase de détachement.

Dans le cadre de la présente invention, les passages cellulaires successifs sont
réalisés dans un seul et méme récipient de culture en utilisant tout ou partie de la
population cellulaire obtenue lors du passage cellulaire précédent pour réaliser le
passage cellulaire suivant. On utilise habituellement au moins 80 % de la population
cellulaire obtenue lors du passage cellulaire précédent pour réaliser le passage
cellulaire suivant. De fagon préférée, pour produire une quantit¢ maximale de
cellules, on effectue les passages cellulaires successifs en utilisant & chaque fois
toute la population cellulaire obtenue lors du passage cellulaire précédent pour
réaliser le passage cellulaire suivant. Bien qu’a la fin de chaque passage cellulaire on
libére (détache) les cellules de leurs microporteurs au moyen d’un traitement
enzymatique, on ne procéde pas, comme cela est préconis¢ dans 1’art antérieur, au
transfert de la biomasse cellulaire dans un ou plusieurs autres récipients de culture
cellulaire pour continuer ’amplification cellulaire. L’amplification de la biomasse
cellulaire est réalisée ici dans un seul et méme récipient de culture. Ce procédé est
trés avantageux car on produit dans les mémes délais des quantités équivalentes de
cellules sans avoir a utiliser et & manipuler plusieurs récipients de culture ce qui
réduit I’espace nécessaire pour produire des quantités industriclles de cellules et par
conséquent réduit sensiblement les couts de production. De fagon surprenante, bien
que ’amplification de la biomasse cellulaire requi¢re un traitement enzymatique a

chaque passage cellulaire, la quantité de cellules qui est produite a la fin de la mise
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en ceuvre du procéd¢ selon I'invention est significativement plus importante que
celle qu'on obtient en utilisant la technologie classique dite de « transfert de

microporteur & microporteur » (cf exemple 2).

Chaque nouveau passage cellulaire qui correspond a un passage cellulaire ultéricur
au premier passage cellulaire est effectué dans le méme récipient de culture. Pour
démarrer un passage ultéricur au premier passage cellulaire on introduit du milicu de
culture et une quantité de microporteurs plus importante que la quantité de
microporteurs qui a ¢té introduite lors du passage cellulaire précédent de facon a
augmenter la surface du support cellulaire disponible. Il est entendu que le terme de
«nouveau passage cellulaire » ou de «passage ultéricur au premier passage
cellulaire » désigne un passage cellulaire consécutif a un passage cellulaire qui a été
réalisé dans le récipient de culture. Il est également entendu que I’introduction ou
I’addition de microporteurs dans le récipient de culture correspond a I’introduction
de microporteurs nus. De facon préférée, on utilise des microporteurs non usagés
pour faciliter I’adhésion des cellules adhérentes. Méme si habituellement on
augmente de facon concomitante le volume de milieu de culture a chaque passage
ultérieur au premier passage cellulaire, généralement 1’augmentation de la quantité
de microporteurs est proportionnellement plus importante que 1’augmentation de
volume de milieu ce qui se traduit généralement par une augmentation progressive
de la concentration en microporteurs dans le milieu de culture au cours des passages
cellulaires successifs. Pendant le dernier passage cellulaire, lorsque par exemple on
utilise comme microporteurs des microbilles de dextran commercialisées sous le
nom de cytodex "™ (Cytodex ™ 1, 2 ou 3) la concentration en microporteurs dans le
milieu de culture est généralement comprise entre 1 et 7g/l mais peut atteindre 10 a
15g/1. Le procédé de I’invention selon lequel on augmente la biomasse cellulaire par
passages cellulaires successifs dans un seul et méme récipient de culture est

dénommé « procédé all in one » (Voir figure 1b).

Habituellement on effectue 2 passages, 3 passages ou 4 passages cellulaires dans
dans le méme récipient de culture. En fonction de 'utilisation ultérieure qui en est
faite, la population de cellules que I’on récolte a la fin de la mise en ceuvre du

procédé selon I'invention est soit, sous la forme d’une suspension de cellules libérées
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de leur microporteur (dans ce cas, le dernier passage cellulaire est effectu¢ en
incluant 1’étape de détachement cellulaire) soit, sous la forme d’une suspension de
cellules adhérentes aux microporteurs (dans ce cas le dernier passage cellulaire est
effectué¢ en omettant I’é¢tape de détachement cellulaire) . Lorsque le procédé de
production de cellules adhérentes comprend deux passages cellulaires successifs
réalisés dans un seul et méme récipient de culture, le procédé selon I’invention
revient & mettre & mettre en ceuvre les étapes suivantes:

a. On introduit du milieu de culture, des microporteurs et des cellules
adhérentes dans un récipient de culture, ,

b. On soumet les cellules & des conditions de culture qui leur permettent
d’adhérer et de proliférer sur les microporteurs,

c. On dé¢tache les cellules des microporteurs au moyen d’un traitement
enzymatique et on enléve éventuellement une partie des cellules du
récipient de culture,

d. On introduit a nouveau du milicu de culture et des microporteurs , de
sorte que la quantit¢é de microporteurs qui est introduite est plus
importante que la quantité de microporteurs qui a ¢été précédemment
introduite,

¢. On soumet a nouveau les cellules a des conditions de culture qui leur
permettent d’adhérer et de proliférer sur les microporteurs, et

f.  On récolte la population cellulaire obtenue aprés avoir éventuellement
détaché les cellules de leurs microporteurs au moyen d’un traitement
enzymatique, les ¢étapes a) a e) étant réalisées dans un seul et méme
récipient de culture.

Les ¢étapes a) a c) correspondent au premier passage cellulaire et les étapes d) a f)
correspondent au deuxi¢me passage cellulaire qui se termine par la récolte des
cellules.

Lorsqu’il y a plus de deux passages cellulaires successifs réalisés dans le méme
récipient, cela revient a répéter a nouveau les étapes c¢), d) et ) aprés I’étape ¢) dans
le méme récipient de culture avant de mettre en ceuvre I'étape f) de récolte des
cellules. Habituellement on répéte 1 fois les étapes ¢), d) et ¢) aprés 1’étape ¢) ce qui
correspond a la réalisation de trois passages cellulaires successifs ou 2 fois les étapes

¢) d) et e) aprés 1’¢tape e) ce qui correspond a la réalisation de 4 passages cellulaires
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successifs. De fagon préférée, 1’étape ¢ (qui correspond au détachement des cellules
de leurs microporteurs) est mis en ceuvre lorsque les cellules sont substantiellement
confluentes. Habituellement on augmente aussi le volume de milieu de culture a
chaque fois que I’on ajoute des microporteurs (étape d).

Lorsque la population de cellules que I’on récolte a la fin de la mise en ceuvre du
procédé¢ selon I’invention sert a constituer un stock de cellules le dernier passage
cellulaire comprend généralement une étape de détachement des cellules au moyen
d’un traitement enzymatique que [’on effectue généralement dans le méme récipient
de culture. La population cellulaire est alors essenticllement sous la forme d’une
suspension de cellules libérées de leurs microporteurs.

Lorsque la population de cellules sert a la production d'un agent biologique, le
dernier passage cellulaire est souvent effectué sans inclure d’étape de détachement
cellulaire. La population de cellules produites, sous la forme d’une suspension de
cellules adhérentes aux microporteurs, est alors traitée directement dans le méme
récipient de culture pour qu’elle produise I’agent biologique d’intérét. Par agent
biologique on entend toute substance ou organisme qui peut étre produit par les
cellules adhérentes. 1l s’agit notamment de virus, ou de protéines (anticorps,
antigénes enzymes,....). Lorsque le procédé de production d’un agent biologique
produit par des cellules adhérentes comprend deux passages cellulaires successifs
réalisés dans le méme récipient de culture, le procédé¢ selon I’invention équivaut
donc a mettre en ceuvre les étapes suivantes :

a. On introduit du milieu de culture, des microporteurs et des cellules
adhérentes dans un récipient de culture,

b. On soumet les cellules & des conditions de culture qui leur permettent
d’adhérer et de proliférer sur les microporteurs,

c. On dé¢tache les cellules des microporteurs au moyen d’un traitement
enzymatique et on enléve éventuellement une partie des cellules du
récipient de culture,

d. On introduit & nouveau du milicu de culture et des microporteurs, de telle
sorte que la quantité de microporteurs nouvellement introduite est plus
importante que la quantité de microporteurs qui a ¢été précédemment

introduite,
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¢. On soumet a nouveau les cellules a des conditions de culture qui leur
permettent d’adhérer et de proliférer sur les microporteurs,

f.  On traite la population cellulaire obtenue de manicre a ce qu’elle produise
’agent biologique, et

g. On récolte ’agent biologique, les étapes a), a f) étant réalisées dans un

seul et méme récipient de culture.

Lorsqu’il y a plus de deux passages cellulaires successifs réalisés dans le méme
récipient, cela revient a répéter a nouveau les étapes c¢), d) et ) aprés I’étape ¢) dans
le méme récipient de culture avant de mettre en ceuvre I’étape f) de production de
I’agent biologique. Habituellement on répéte 1 fois les étapes c), d) et e) aprés
I’étape e) ce qui correspond a la réalisation de trois passages cellulaires successifs ou
2 fois les ¢tapes ¢) d) et e) aprés 1’étape ¢) ce qui correspond a la réalisation de 4
passages cellulaires successifs. De fagon préférée, 1’¢tape ¢ (qui correspond au
détachement des cellules de leurs microporteurs) est mis en ceuvre lorsque les
cellules sont substantiellement confluentes. Habituellement on augmente aussi le

volume de culture a chaque fois que 1’on ajoute des microporteurs (Stape d).

Lorsqu’il s’agit de produire une protéine recombinante, comme par exemple une
cytokine, un anticorps, une protéine vaccinale, la suspension cellulaire est placée
dans des conditions de culture qui favorise la production de cette protéine en utilisant
des milicux de production adaptés. On cite a titre d’exemple les milieux décrits dans
EP 0354129 pour la production de protéines recombinantes par les cellules CHO et
les cellules Vero.

Lorsque I’agent biologique est un agent infecticux on infecte la suspension de
cellules adhérentes aux microporteurs en introduisant 1’agent infectieux (bactéries,
virus, parasites,...) dans le récipient de culture aprés avoir généralement remplacé le
milieu de culture par un milieu d’infection. L’agent biologique infecticux peut étre
notamment un virus recombinant (poxvirus recombinants, adénovirus recombinants)
ou des virus comme par exemple le virus de la rage, de la grippe, de la polio, etc. On
récolte habituellement I’agent biologique en prélevant le surnageant de culture en

une ou plusieurs fois — voir exemple 7 -. Lorsque 1’agent biologique est plutot
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intracellulaire comme dans le cas des virus non lytiques, il est souvent avantageux de
récolter le surnageant et les cellules que I’on traite ensuite avec des agents lytiques.

Les milieux utilisés pour la production d’agents biologiques, notamment les milicux
d’infection qui servent a la production de virus comme le virus rabique peuvent tre
avantageusement dépourvus de sérum d’origine animale, de protéine d’origine

animale, ou méme de tout produit d’origine animale.

Les microporteurs convenant a I'objet de I’invention sont habituellement sous la
forme de microbilles, de préférence non poreuses pour faciliter I’action des enzymes.
Elles ont un diamétre généralement compris entre 90 et 250 um. Leur densité est
I¢égérement supéricure a celle du milieu de culture pour faciliter leur récupération par
simple décantation mais en méme temps elle ne doit pas étre trop €levée pour obtenir
une remise en suspension compléte des microbilles dés que le milieu est soumis a
une agitation modérée. Dans des conditions de culture standard, la densit¢ des
microporteurs se situe habituellement entre 1,020 et 1,050 g/ml. La surface des
microbilles est choisie pour faciliter I’adhérence des cellules. La matrice des
microporteurs est de préférence non rigide pour mieux préserver les cellules lorsque
des collisions entre microbilles se produisent. La surface moyenne disponible pour
I’adhésion des cellules est habituellement comprise entre 4000 et 5000cm’/g de
microbilles. Ces caractéristiques se retrouvent notamment pour des microbilles a
matrice de dextran réticulé commercialisées sous le nom de cytodex™ (cytodex 1,
cytodex 2, cytodex 3), mais peuvent également se retrouver pour d’autres microbilles
dont la matrice est & base de polystyréne réticulé (Biosilon, Solohill) ou pour des

microbilles de verre (Sigma Aldrich).

Dans le cadre de la présente invention, la concentration en microporteurs pendant le
premier passage cellulaire, en particulier lorsqu’on utilise comme microporteurs des
microbilles de cytodex™ tel que des microbilles de cytodex™ 1, est généralement
abaissée a une concentration <1g/l alors que dans ’art antérieur les microporteurs
sont utilisés a une concentration comprise entre 1 et 5g/l. Elle est habituellement
<0,5 g/l ; Plus spécifiquement elle est comprise entre 0,1 et 0,4 g/l et plus
particulie¢rement elle se situe entre 0,1 et 0,3 g/l. Cette concentration correspond en

fait a la concentration initiale en microporteurs dans le milieu de culture aprés
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I’introduction des cellules dans le récipient de culture. Elle est donc <1g/l, de fagon
préférée <0,5 g/l; Elle est en particulier comprise entre 0,1 et 0,4 g/l et plus

spécifiquement elle se situe entre 0,1 et 0,3 g/1.

La quantit¢ initiale de cellules qui est introduite dans le récipient de culture est
choisie de telle sorte que plus de 80% des microporteurs sont colonis¢s par les
cellules. Pour obtenir ce taux de colonisation, on introduit classiquement dans le
récipient de culture une quantité initiale de cellules qui est au minimum 5 & 10 fois
plus importante que la quantité¢ de microporteurs qui est présente dans le milieu de
culture. Par exemple dans le cas d’une production de cellules Vero, la quantité
initiale de cellules qui est introduite dans le récipient de culture est généralement
comprise entre 5x10° et 5 x10” cellules/cm® de microbilles de cytodex™ ce qui
représente approximativement entre 5 cellules et 50 cellules par microbille. En
définitive, puisque la concentration en microporteurs dans le milieu de culture lors
du premier passage cellulaire est plus faible que celle qui est classiquement utilisée
dans ’¢tat de 1’art, il en résulte par conséquent que la concentration cellulaire initiale

est ¢galement plus faible.

A la fin de chaque passage cellulaire, les cellules sont détachées des microporteurs
dans un intervalle de temps court (en général inférieur a 30 minutes et de facon
préférée inféricur a 15 minutes) en traitant les cellules avec une solution
enzymatique ayant une activité protéolytique (protéase). Dans le cadre de
I’invention, on décroche habituellement les cellules des microporteurs dans le
récipient de culture qui est utilisé¢ pour effectuer les passages cellulaires successifs ce
qui signifie que toutes les phases de culture cellulaire et tous les traitements qui sont
effectués sur les cellules au cours des passages successifs sont réalisés dans un seul
et méme récipient de culture. 1l est éventuellement possible de détacher les cellules
des microporteurs apres les avoir transférées dans un récipient annexe ou a licu le
traitement enzymatique puis de réintroduire la suspension de cellules obtenue dans le
récipient de culture unique ou ont lieu les passages cellulaires successifs. Cette
méthode n’est pas avantageuse car elle entraine une perte en cellules pendant les

opérations de transfert.
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La solution enzymatique protéolytique renferme habituellement une sérine protéase
telle que la trypsine, la pronase™ ou la dispase®. On peut utiliser également de la
papaine, de la ficine ou de la collagénase quand les microporteurs sont des
microbilles de cytodex 3. Communément, on utilise une solution de trypsine pour
détacher les cellules adhérentes des microbilles de cytodex™™. De fagon préférée, la
protéase est d’origine non animale ce qui indique qu’elle a été fabriquée en utilisant
un procéd¢ qui n’utilise pas de mati¢re d’origine animale. Elle est fabriquée, par
exemple, en utilisant une mati¢re végétale, par synthése chimique, ou par
recombinaison génétique en utilisant des bactéries, des levures, des champignons ou
des plantes. On peut par exemple utiliser une solution enzymatique dépourvue de
tout produit d’origine animale commercialisée par Invitrogen sous la dénomination
commerciale de TrypLE™ Select ou de TrypLE™ Express. Cette protéase dont la
séquence protéique est décrite dans WO 94/25583 est produite par fermentation de la
souche Fusarium Oxysporum DSM 2672 ou produite par recombinaison génétique.
Elle a une activité enzymatique similaire a la trypsine. Pour faciliter le détachement
des cellules on peut ajouter a la solution d’enzyme un agent chélatant qui fixe les
ions calcium comme par exemple I’EDTA, ’EGTA ou le citrate ou éventuellement
on traite les cellules adhérentes avec un agent chélatant avant d’effectuer le
traitement enzymatique. La concentration en protéase et éventucllement en agent
chélatant dans le milieu ainsi que la température du traitement enzymatique des
cellules (habituellement entre 20 et 38°C) sont fixées de telle sorte que plus de 80%
des cellules sont détachées de leur support dans un intervalle de temps court
(<30 minutes). Préalablement au traitement enzymatique proprement dit, on retire en
général au moins la moiti¢ du volume de milieu de culture. Habituellement on retire
environ les 2/3 du volume de milieu de culture. L’activité protéolytique est ensuite
neutralisée en ajoutant au milieu un inhibiteur généralement d’origine peptidique ou
protéique qui neutralise 1’action des protéases. De préférence, la composition de
I’inhibiteur est dépourvue de tout contaminant d’origine animale. Il s’agit par
exemple de l’aprotinine recombinante, ou d’extraits ou de fractions purifié¢es
contenant un inhibiteur de la trypsine provenant de graines de soja ou de « lima
bean » (Worthington Biochemical). Le milieu est généralement maintenu sous
agitation pendant toute la phase de détachement des cellules des microporteurs sauf

pendant la période ou I’on retire du milieu de culture.
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La suspension de cellules obtenue est en général quantificée a 1’aide de systémes
conventionnels de numération qui peuvent déterminer également la viabilité des
cellules. Bien que I'on puisse ¢liminer une partie de la population cellulaire du
récipient de culture lorsque la croissance cellulaire a ¢té trop importante, on utilise
souvent toute la population cellulaire pour initier un passage cellulaire ultérieur au
premier passage cellulaire qui a lieu dans le méme récipient. Pour augmenter la
biomasse cellulaire au cours des passages successifs, il faut introduire dans le
récipient de culture au début de chaque passage ultérieur au premier passage
cellulaire (qui débute aprés 1’étape de décrochement des cellules par traitement
enzymatique), une quantité de microporteurs qui est plus importante que la quantité
de microporteurs qui a €té précédemment introduite. Si on maintient le méme
volume de milieu de culture au cours des passages cellulaires successifs, cela revient
a augmenter la concentration en microporteurs a chaque passage cellulaire ultérieur
au premier passage cellulaire. Par contre, on peut maintenir la méme concentration
en microporteurs lors des passages cellulaires successifs si on augmente dans la
méme proportion le volume de milieu de culture a chaque nouveau passage
cellulaire. De facon trés préférée, au démarrage de chaque passage cellulaire
ultérieur au premier passage cellulaire on augmente a la fois le volume de milieu de
culture et la concentration en microporteurs dans le récipient de culture pour
amplifier de fagon maximale les cellules. A titre indicatif, & chaque nouveau passage
cellulaire, les cellules sont cultivées dans un volume de milieu de culture qui est
entre 1,2 et 3 fois plus grand que le volume dans lequel se trouvaient les cellules lors
du passage précédent. De la méme facon, a chaque nouveau passage cellulaire, la
concentration en microporteurs dans le milieu de culture est entre 2 et 10 fois plus
importante que celle qui existait lors du passage cellulaire précédent. Dans le cadre
de la présente invention, il n’est pas utile en général de retirer les microporteurs
usagés a la fin de chaque passage cellulaire (c'est-a-dire a la fin de I’étape de
décrochement des cellules). Méme si ceux-ci peuvent étre recolonisés par les
cellules, on ne prend généralement pas en compte la quantité de microporteurs
usagés provenant des passages cellulaires précédents dans le calcul de la quantité de
microporteurs & introduire au début de chaque nouveau passage cellulaire. La phase

d’adhésion des cellules aux microporteurs dure généralement entre 1 et 10 heures en
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fonction du type cellulaire. Aprés la phase d’adhésion, il peut étre avantageux
d’¢liminer tout ou partic du milieu de culture aprés avoir laiss¢ décanter les
microporteurs et de le remplacer par du milieu neuf pour accélérer la prolifération

des cellules adhérentes aux microporteurs.

Les milicux de culture convenant a ’objet de I'invention peuvent étre des milieux de
culture cellulaire conventionnels supplémentés en sérum d’origine animale.
Avantageusement, les milieux de culture contiennent ni sérum, ni protéine sérique.
Les milicux de culture peuvent étre notamment dépourvus de toute protéine
d’origine animale ou méme de tout produit d’origine animale. Par « protéine ou
produit d’origine animale », on entend une protéine ou un produit dont le procéd¢ de
fabrication comprend au moins une étape ou on utilise une matiére provenant de
I’animal ou de ’homme. De fagon particuli¢rement avantageuse, les milicux servant
a la culture des cellules peuvent étre dépourvus de toute protéine ou contenir de trés
faibles quantités de protéines sous forme de protéines recombinantes ou extraites de
végétaux (soja, riz,...) ou de levures. Ils renferment le plus souvent des protéines de
bas poids moléculaire (< 10 KD) (encore appelées polypeptides) a des concentrations
trés faibles. La concentration en protéines totales dans ces milicux de culture est
généralement <15 mg/l mesurée par la méthode de Bradford. C’est le cas en
particulier du milieu VP SFM commercialisé par InVitrogen qui convient pour le
procédé selon I'invention, notamment pour la culture des cellules Vero. On cite
également les milicux Opti Pro ™ serum-free (InVitrogen), Episerf (InVitrogen),
Ex-cell ® MDCK (Sigma-Aldrich), Ex-Cell ™ Vero (SAFC biosciences) MP-
BHK® serum free (MP Biomedicals), SFC-10 BHK express serum free (Promo
cell), SFC-20 BHK express protein free (Promo cell), HyQ PF Vero (Hyclone RéEf.
SH30352.02), Hyclone SFM4 Megavir , le milieu MDSS2 (Axcell biotechnology), le
milieu DMEM Iscove modifi¢ (Hyclone), les milieux nutritifs de Ham (Ham -F10,
Ham-F12), le milieu de leibovitz L-15 (Hyclone, le milieu Pro Vero (Lonza) et le
milieu Power MDCK (Lonza) qui sont exempts de toute produit d’origine animale et

qui contiennent peu ou pas de protéines.

Lorsque le milieu de culture est dépourvu de sérum animal, de protéine sérique ou a

une concentration en protéines totales < 15 mg/l (Bradford), on ajoute généralement
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un agent de protection cellulaire qui protége les cellules contre les forces de
cisaillement qui s’exercent lorsque le milieu est agité. Les agents de protection
cellulaire les plus fréquemment utilisés ont généralement des propriétés
tensioactives. Il s’agit notamment des polyméres d’alcool vinylique encore appelés
alcools polyvinyliques (PVA), des polyméres d’¢thyléne glycol encore appelés
polyéthyléne glycols (PEG), des polyméres du 1-vinyl- 2-pyrrolidone encore appelés
polyvinylpyrrolidone (PVP) ou des poloxameéres qui sont des « copolyméres en
bloc » d’oxyde d’éthyléne et d’oxyde de propyléne ayant pour formule chimique
HO(C;H40).(C3HsO),(C,H40),H selon laquelle a désigne le nombre d’unités
d’oxyde d’éthyléne et b désigne le nombre d’unités d’oxyde de propyléne. Ces
agents de protection cellulaire sont généralement utilisés dans une gamme de
concentration allant de 0,001% a 2% (p/v) dans le milieu de culture. Parmi les agents
de protection cellulaire particuliérement préférés on cite le poloxamere 188 et la
PVP. Le poloxamére 188 a un poids moléculaire moyen d’environ 8400 daltons et
est utilis¢é dans le milieu de culture a une concentration habituellement comprise
entre 0,05 et 0,2% (p/v). La PVP est également recommandée car elle stimule la
croissance cellulaire comme cela est décrit dans WO 01/40443. On utilise
généralement la PVP dans une gamme de poids moléculaire moyen comprise entre
20 KDa et 360 KDa, de fagcon préférée dans une gamme de poids moléculaire moyen
comprise entre 20 KDa et 40 KDa, a une concentration dans le milieu de culture qui
est comprise généralement entre 0,01% et 2% (p/v) et de facon préférée a une
concentration comprise entre 0,05% et 0,5% (p/v). La PVP peut étre également
caractérisée non plus au moyen de son poids moléculaire uniquement mais en
fonction de sa valeur K qui prend en compte le poids moléculaire moyen d'une PVP
ainsi que les variations de poids moléculaire de part et d'autre de la valeur moyenne.
Pour le calcul de la valeur K on se réfere a 1'équation telle que définie dans l'article
Cryobiology, 8, 453-464 (1971): La valeur K est calculée a partir de la viscosité
relative d'une solution a 1% de PVP selon la formule :

Log 1 rel/C= 75K¢*/ (1+1.5 K¢C) + Ko

K= 1000 K,

C représente la concentration en grammes de PVP pour 100 ml de milicu.

n rel est la viscosité de la solution comparée a celle du solvant.
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Une PVP convenant a ’objet de I'invention a une valeur de K qui est généralement
comprise entre 18 et 60, de facon préférée entre 26 et 35. A titre indicatif, pour
produire un stock de cellules Vero selon le procédé de I’'invention, on peut utiliser
comme milieu de culture dépourvu de produit d’origine animale et trés faiblement
dosé en protéines (< 15 mg/l par la méthode de Bradford) un milieu de culture a base
de VPSFM commercialis¢ par Invitrogen contenant comme agent de protection
cellulaire une PVP ayant une valeur K autour de 30 a une concentration de

0,1% (p/v) ou du poloxamére 188 a une concentration de 0,1% (p/v).

Habituellement, la composition du milieu de culture est la méme au cours des
passages cellulaires successifs mais au besoin il peut s’avérer utile d’apporter des
suppléments nutritifs tels que du glucose et/ou de la glutamine. Au cours des
passages cellulaires successifs, il peut également étre utile durant les phases de
prolifération des cellules de renouveler tout ou partie du milieu de culture en
fonction des besoins des cellules. Ceci est évalu¢ au moyen de méthodes classiques
de contrdle a la disposition de I’homme du métier, telles que la mesure du taux de
glucose, de glutamine, de lactates, d’ions ammonium. Dans le cadre de la présente
invention, le milieu de culture est généralement agité en permanence avec une
intensité¢ juste suffisante pour maintenir en permanence les microporteurs en
suspension dans le milieu de culture sauf dans les cas ou on ¢limine tout ou partie du

milieu de culture .

Le volume du milieu de culture lors du premier passage cellulaire représente
habituellement entre la moiti¢ et 1/5 du volume utile du récipient de culture. Dans le
cas des récipients de culture de grande capacité (bioréacteurs de plus de 100 litres)
dont la configuration particuliére permet la culture de cellules adhérentes a des
microporteurs dans un petit volume (comme par exemple un bioréacteur équipé
d’une zone de sédimentation a fond conique), le volume du milieu de culture peut
étre plus faible (entre 1/6 et 1/10 du volume utile du bioréacteur) ou méme encore
plus faible et représenter seulement 1/20, du volume utile du bioréacteur. Comme
indiqué précédemment, on augmente généralement les volumes de milieu de culture

au cours des passages cellulaires successifs, le dernier passage cellulaire étant
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souvent réalis¢ en présence d’un volume de milieu de culture qui correspond a au

moins 70% du volume utile du récipient.

Le récipient de culture est équipé d’un systéme d’agitation (mécanique, par courant
d’air,...) permettant de maintenir les microporteurs en suspension dans le milieu de
culture cellulaire, et dispose de moyens pour renouveler les milieux en fonction des
besoins de la culture et/ou de moyens de contrdle et de régulation de la température,
du pH, de la pression en oxygéne, du gazage éventuellement en azote ou en air, et
des métabolites ou nutriments (lactates, glucose, glutamine, ions ammonium...). Ces
dispositifs sont bien connus de 'homme du métier qui sait les mettre en ceuvre en
fonction de la taille et la configuration du récipient utilisé. A titre d’exemple, le
récipient de culture selon 1’invention peut étre sous la forme de flacons agités
(Spinner), ou de bioréacteur. Lorsque le volume utile du récipient est > 2 litres on
utilise habituellement un bioréacteur qui peut étre classiquement sous la forme d’une
cuve métallique ou d’une cuve de verre réutilisable ou lorsqu’il s’agit de bioréacteurs
a usage unique, de récipients sous la forme de poches a usage unique
commercialisés notamment par P.Guerin sous la dénomination de Nucleo PG-
ATMI ™. On peut également utiliser a titre d’exemple le systéme Biowave (Wave
Bioreactor ™) commercialis¢ par Général Electrics, le systéme STR diposable
Bioreactor ' (Sartorius), le systtme SUB ™ (Hyclone), ou le systéme cell ready
(Millipore). Dans le cadre du procédé selon I’invention qui a pour objectif principal
de produire des lots de cellules a 1’échelle industrielle, on utilise un bioréacteur dont
le volume utile est compris entre 3 litres et 1000 litres, mais plus généralement on

utilise un bioréacteur dont le volume utile est compris entre 20 litres et 500 litres.

Les « cellules adhérentes » , au sens de I'invention, sont des cellules établies en
lignées ou des cellules issues directement de I'extraction de tissus animaux ou
humains sains ou tumoraux qui, dans les conditions de culture utilisées, ont besoin
d'un support solide pour se multiplier et se développer normalement. Elles forment
habituellement une couche unicellulaire sur leur support di au phénoméne
d'inhibition de contact. On exclut donc de fait les cellules qui, dans les conditions de
culture utilisées, n'ont pas besoin de support solide pour se multiplier et qui poussent

en suspension dans le milieu de culture. Les lignées de cellules adhérentes peuvent
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étre issues de cultures primaires de cellules saines ou tumorales mais ¢galement
peuvent étre obtenues par transformation de cellules a I'aide d'agents immortalisants
comme c¢’est le cas de la lignée PER.C6.

Comme exemple de lignées de cellules adhérentes convenant a I’objet de I'invention,
on cite les lignées de cellules murines comme la lignée 3T3, NTCT, WEHI, les
lignées de cellules de hamster comme la lignée BHK ( notamment la lignée BHK21)
ou CHO, les lignées de cellules canines comme la lignée MDCK, les lignées de
cellules porcines comme la lignée PK15, les lignées de cellules bovines comme la
lignée MDBK, les lignées de cellules simiennes comme la lignée Vero, LLC-MK2,
FRHL2, MA104, les lignées humaines comme la lignée MRCS5, 293, PER.C6, Hela,
ECV ou A 431. Ces lignées de cellules adhérentes peuvent étre également sous la
forme de lignées transfectées avec un vector recombinant (plasmide, virus,...)

lorsqu’elles sont destinées a la production de protéines recombinantes.

Grace au procéd¢ selon I’invention on augmente la population de cellules adhérentes
d’un facteur d’au moins 40, de facon préférée d’au moins 60 et de facon
particuli¢rement préférée d’au moins 100 en réalisant des passages cellulaires
successifs dans un seul et méme récipient de culture. Ceci est réalisable car le
procédé selon I’invention permet d’augmenter entre 5 et 40 fois, de fagon préférée
entre 10 et 30 fois la surface du support cellulaire au cours des passages cellulaires
successifs qui sont réalisés dans ce récipient unique. Dans les méthodes de 1’art
antérieur une amplification cellulaire de cet ordre est observée en utilisant au moins
deux récipients, mais plus généralement trois récipients de culture de tailles
différentes (voir exemple 5). Le procédé selon I’invention est trés avantageux car on
produit également dans les mémes délais les mémes quantités industrielles de
cellules que celles que I’on obtient avec les méthodes de 1’art antérieur tout en
réduisant les cotits li¢s a 1’utilisation et I’entretien de récipients de culture et I’espace

nécessaire pour produire ces lots de cellules.

Le procédé de production de cellules adhérentes selon I'invention peut E&tre
avantageusement mis en ceuvre en introduisant directement dans le récipient de
culture des cellules qui viennent d’étre décongelées sans recourir & une période

d’adaptation habituellement préconisée, au cours de laquelle on effectue un ou
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plusieurs passages cellulaires « d’adaptation » pour « adapter » les cellules a des
conditions de culture plus difficiles telles que la culture en présence de microbilles
de cytodex™ & une concentration < 0,5 g/l dans le milieu de culture et/ou la culture
dans des milieux qui ne contiennent pas de sérum ou qui contiennent trés peu
protéines (<15 mg/l). Dans le cas d’espéce, on décongele un stock de cellules
adhérentes selon des modalités bien connues de I’homme du métier, puis on introduit
directement la suspension de cellules décongelées dans le récipient de culture qui
contient des microporteurs dans un milieu de culture pour mettre en ceuvre le
procédé¢ tel que décrit dans I’invention. Comme indiqué précédemment, notamment
lorsqu’on utilise des microbilles de cytodex'™ comme microporteurs, la
concentration en microporteurs dans le milieu de culture lors du premier passage
cellulaire est abaissée généralement & une concentration <0,5 g/l; elle est
généralement comprise entre 0,1 et 0,4 g/l et plus spécifiquement elle se situe entre
0,1 et 0,3 g/l. Le milieu de culture n’a pas besoin non plus de contenir de sérum ou
de protéines sériques. Le milieu de culture peut méme étre totalement dépourvu de
protéines ou avoir une teneur en protéines totales trés faible (<15mg/l). Le stock de
cellules congelées peut provenir d’une ampoule (dans ce cas, la quantité¢ de cellules
est en générale relativement faible 107 a 5x10° cellules) ou avantageusement
provenir d’une poche qui contient jusqu’a 100 fois plus de cellules. On accélere
notamment le processus de production a grande échelle de cellules puisqu’on peut
ensemencer directement le contenu de poches décongelées dans un récipient de

culture de grande contenance.

Lorsque le stock de cellules adhérentes qui a ¢ét¢ produit en utilisant le procédé de
I’invention n’est pas suffisant, la biomasse cellulaire qui a été obtenue a partir d’un
seul et méme récipient de culture cellulaire, peut étre encore augmentée en
transférant la population cellulaire:

o soit dans un ou plusieurs récipients de culture a partir desquels on réalise
des passages cellulaires successifs de manicre classique, c’est a dire en
transférant aprés chaque passage cellulaire la biomasse cellulaire obtenue
dans un autre récipient de culture plus grand; ou plus avantageusement,

o soit dans un second récipient de culture ayant un volume utile beaucoup

plus grand (généralement au moins 10 fois plus grand, le plus souvent
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entre 10 et 50 fois plus grand que le premier récipient) et en appliquant a
nouveau le procédé selon I'invention aux cellules qui ont ¢té transférées
dans ce second récipient. En opérant ainsi, on réduit encore plus
significativement le nombre de récipients de culture a utiliser pour

produire des lots industriels de cellules, ainsi que 1’espace nécessaire.

Pour évaluer I'intérét économique de la mise en ceuvre du procéd¢ selon I’invention
dans le cadre d’une production de cellules adhérentes a 1’échelle industrielle, on peut
se référer au schéma classique de production industrielle de cellules Vero destinées a
la production du virus polio tel que décrit dans Reviews of Infectious Diseases,
vol 6, supplément 2, S341-S344 (1984). Le schéma classique comprend 5 passages
cellulaires successifs le premier étant réalisé dans un bioréacteur de 1 litre, le
deuxiéme dans un bioréacteur de 5 litres, le troisiéme dans un bioréacteur de
20 litres, le quatriéme dans un bioréacteur de 150 litres et enfin le cinquiéme dans un
bioréacteur de 1000 litres. Grace au procédé selon I’invention, on peut effectuer les
trois premiers passages cellulaires dans un seul bioréacteur de 20 litres, puis
effectuer les deux derniers passages de fagon classique en transférant les cellules
dans un bioréacteur de 150 litres puis dans un bioréacteur de 1000 litres. On peut
¢galement répéter deux fois le procédé selon 1’invention en effectuant les trois
premiers passages cellulaires dans un seul bioréacteur de 20 litres puis en transférant
les cellules obtenues directement dans un seul bioréacteur de 500 ou 1000 litres ou
on effectue les deux derniers passages cellulaires. Dans les deux cas, on produit dans
les mémes délais une quantité¢ de cellules qui est du méme ordre que celle qu’on
obtient lorsqu’on applique le schéma classique mais dans le premier cas on fait
I’¢économie de 2 bioréacteurs (1 litre et 5 litres) et dans le deuxiéme cas une
¢conomie de 3 bioréacteurs (1 litre, 5 litres et 150 litres) (cf. exemple 5).
Un procédé¢ de production de cellules adhérentes particuliérement avantageux sur le
plan économique consiste a répéter le procédé selon I'invention dans deux récipients
de culture de taille trés différente. A cet effet, ’'invention a donc pour objet :
Un procédé¢ de production de cellules adhérentes selon lequel :

a. on introduit des cellules adhérentes dans un premier récipient de culture

qui contient des microporteurs dans un milieu de culture ;
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on amplific les cellules en effectuant plusieurs passages cellulaires
successifs dans ce premier récipient de culture, dans lequel chaque
passage cellulaire ultérieur au premier passage cellulaire est réalisé¢ en
utilisant a chaque fois tout ou partie de la population cellulaire qui a été
obtenue lors du passage cellulaire précédent et dont les cellules ont &t
détachées des microporteurs au moyen d’un traitement enzymatique, et en
ajoutant a chaque fois du milieu de culture et une quantité croissante de
microporteurs;

on récolte la population cellulaire obtenue lors du dernier passage
cellulaire réalisée dans ce premier récipient de culture aprés avoir détaché
les cellules des microporteurs au moyen d’un traitement enzymatique;

on transfere la population cellulaire récoltée dans un deuxi¢me récipient
de culture qui a un volume utile plus important et qui contient un milicu
de culture contenant des microporteurs en quantité plus importante que la
quantité de microporteurs qui était présente pendant le dernier passage
cellulaire effectué dans le premier récipient de culture ;

on amplifie les cellules en effectuant plusieurs passages cellulaires
successifs dans ce deuxiéme récipient de culture dans lequel chaque
passage cellulaire ultérieur au premier passage cellulaire est réalisé¢ en
utilisant a chaque fois tout ou partie de la population cellulaire qui a été
obtenue lors du passage cellulaire précédent et dont les cellules ont &t
détachées des microporteurs au moyen d’un traitement enzymatique, et en
ajoutant a chaque fois du milieu de culture et une quantité croissante de
microporteurs;

On récolte la population cellulaire obtenue lors du dernier passage
cellulaire réalisée dans ce second récipient de culture aprés avoir
¢ventuellement détaché les cellules des microporteurs au moyen d’un
traitement enzymatique, et éventuellement

On répéte encore les étapes d a f dans un troisiéme récipient de culture

ayant un volume utile encore plus important.

En général le volume utile du second récipient de culture est 20 a 50 fois plus

important que celui du premier récipient de culture.

PCT/FR2010/052850
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Avantageusement, les cellules adhérentes qui sont introduites a I’¢tape a) du
procédé proviennent d’un stock de cellules congelées et qui ont ¢ét¢ décongelées

juste avant I'introduction dans le premier récipient de culture.

La répétition du procédé¢ selon I’invention peut étre également mise en ocuvre
pour produire un agent biologique. A cet effet, I’invention a donc pour objet :

Un procédé de production d’un agent biologique produit par des cellules
adhérentes a des microporteurs selon lequel :

a. on introduit des cellules adhérentes dans un premier récipient de culture
qui contient des microporteurs dans un milieu de culture ;

b. on amplifie les cellules en effectuant plusicurs passages cellulaires
successifs dans ce premier récipient de culture dans lequel chaque
passage cellulaire ultérieur au premier passage cellulaire est réalisé¢ en
utilisant a chaque fois tout ou partie de la population cellulaire qui a été
produite durant le passage cellulaire précédent et dont les cellules ont été
détachées des microporteurs au moyen d’un traitement enzymatique, et en
ajoutant a chaque fois du milicu de culture et une quantité croissante de
microporteurs;

c. On récolte la population cellulaire obtenue lors du dernier passage
cellulaire réalisée dans ce premier récipient de culture aprés avoir détaché
les cellules des microporteurs au moyen d’un traitement enzymatique,

d. On transfére la population cellulaire récoltée dans un deuxi¢me récipient
de culture qui a un volume utile plus important et qui contient un milicu
de culture contenant des microporteurs en quantité plus importante que la
quantité¢ de microporteurs qui ¢tait présente lors du dernier passage
cellulaire effectué dans le premier récipient de culture, ;

e. on amplifie les cellules en effectuant plusicurs passages cellulaires
successifs dans ce deuxiéme récipient de culture dans lequel chaque
nouveau passage cellulaire est réalisé en utilisant & chaque fois tout ou
partie de la population cellulaire qui a été produite lors du passage
cellulaire précédent et dont les cellules ont été  détachées des

microporteurs au moyen d’un traitement enzymatique, et en ajoutant a
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chaque fois du milieu de culture et une quantité croissante de
microporteurs;
f.  On traite la population cellulaire produite lors du dernier passage
cellulaire réalisé dans le second récipient de culture pour qu’elle produise
I’agent biologique, la dite étape f) ¢tant réalisée dans le méme récipient
de culture que celui qui a été utilisé pour réaliser les étapes d) et e) et ;
g. onrécolte ’agent biologique.
Eventuellement, on peut répéter les ¢tapes d) et e) dans un troisiéme récipient de
culture avant de traiter la population cellulaire pour qu’elle produise [’agent

biologique.

Comme indiqué précédemment, 1’agent biologique qui est produit peut étre par

exemple une protéine recombinante ou un virus tel que le virus de la rage.

L’invention a ¢galement pour objet I'utilisation des cellules qui ont ¢ét¢ produites au
moyen de I’un des procédés selon I’invention pour la production d’agents
biologiques.

Elle concerne enfin un procéd¢ de production de cellules adhérentes dans un milieu
de culture qui contient des microporteurs selon lequel on réalise des passages
cellulaires successifs dans un seul et méme récipient de culture pour augmenter la
population de cellules d’un facteur > 40, de fagon préférée d’un facteur > 60 et de
facon particulierement préférée d’un facteur > 120. Le récipient de culture utilisé est
de fagon préférée un bioréacteur ayant un volume utile d’au moins 20 litres.

Le milieu de culture comme il a ét¢ indiqué dans le cadre de I’invention peut étre un
milieu classique supplémenté en sérum mais de fagon préférée le milieu est dépourvu
de sérum d’origine animale. De fagon particuli¢rement préférée on utilise un milieu
dépourvu de tout produit d’origine animale et dont la concentration en protéines est

<15 mg/l.

La figure 1 représente deux procédés d’amplification de cellules adhérentes a des
microporteurs au moyen de passages cellulaires successifs : a) selon le procédé
classique les passages cellulaires successifs sont réalisés dans des récipients de

culture différents et de volumes utiles croissants et b) sclon le procéd¢ selon
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I’invention (procédé¢ all in one), les passages cellulaires successifs sont réalisés dans
un seul et méme récipient de culture. Les cellules sont sous forme congelées au
stade 0. L’étape 0—1 correspond au transfert des cellules décongelées dans un
bioréacteur. L’¢tape 1 correspond au premier passage cellulaire. L’étape 1—2
correspond au transfert de la population cellulaire obtenue & la fin du premier
passage cellulaire aprés traitement avec une enzyme protéolytique pour décrocher les
cellules des microporteurs soit dans le cas du procédé a) dans un deuxiéme
bioréacteur ayant un volume utile plus important soit dans le cas du procéd¢ b) dans
le méme récipient de culture. L’étape 2 correspond au deuxiéme passage cellulaire.
Dans le cas du procédé b) le deuxiéme passage cellulaire est réalisé¢ généralement
dans un volume de milicu de culture plus important et en présence d’une
concentration en microporteurs plus importante. L’¢tape 2—3 correspond au
transfert de la population cellulaire obtenue a la fin du deuxi¢me passage cellulaire
apres traitement avec une enzyme protéolytique pour décrocher les cellules des
microporteurs soit dans le cas du procéd¢ a) dans un troisiéme bioréacteur ayant un
volume utile plus important soit dans le cas du procédé b) dans le méme récipient de
culture. L’étape 3 correspond au troisiéme passage cellulaire. Dans le cas du procédé
b) le troisiéme passage cellulaire est réalis¢ généralement dans un volume de milieu
de culture plus important et en présence d’une concentration en microporteurs plus

importante que lors du second passage cellulaire.

La figure 2 représente 1’aspect des microbilles au microscope (grossissement X20)
aprés une période de 8 jours de culture de cellules Vero en mettant en ceuvre a) le
procédé « all in one » ou b) le procéd¢ « bead to bead transfer »- (cf exemple 2 pour

les conditions opératoires).

La présente invention sera micux comprise a la lumiére des exemples suivants qui

servent & illustrer I’invention sans pour autant en limiter le contenu.
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Exemple 1 : Amplification des cellules Vero en réalisant 3 passages cellulaires

successifs dans un seul et méme bioréacteur de 2 litres

Dans cet exemple on a ¢étudi¢ le role de différents paramétres tels que la
concentration initiale en microporteurs, la présence ou non de sérum dans le milieu
de culture ainsi que la nature de I’agent protecteur cellulaire sur la croissance des

cellules.

1.1)  Matériel utilis¢

Bioréacteur :

Les expériences ont &té réalisées dans des bioréacteurs a usage unique d’une
contenance de 2,4 litres commercialisés sous le nom de Cell ready (Mobius) par
Millipore. Ils sont équipés d’une sonde de pH, de pO, et de température et d’une pale

d’agitation de type hélio marine.

Microporteurs :

On a utilis¢ des microbilles de cytodex 1 fournies par GE Healthcare. Les
microbilles ont ¢été hydratées pendant 24 heures dans un tampon phosphate (PBS
1xC, pH=7,4) apres avoir prélevé la quantité nécessaire pour réaliser chaque passage
cellulaire. Elles ont été ensuite rincées 3 fois dans le méme tampon puis stérilisés par
autoclavage. Juste avant I’introduction dans le bioréacteur on a remplacé le tampon
de stérilisation par un volume équivalent de milieu de culture aprés décantation des

microbilles. 1g de microbilles représente une surface d’adhésion d’environ 4400cm’,

Milieux de culture testés

VPSFM/K30 : milieu VPSFM (Invitrogen), sans sérum et sans produit d’origine
animale, additionné de 0,1% p/v de polyvinylpyrrolidone (PVP) K30 fourni par ISP
VPSFM/F68 : miliecu VPSFM (Invitrogen), sans sérum et sans produit d’origine
animale, additionné de 0,1% p/v de poloxamere 188 fourni par BASF.
VPSFM/K30/SVF : Milieu VPSFM/K30 supplémenté avec 4% de sérum de veau

feetal décomplémenté
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Cellules :

Cellules Vero provenant d’une banque de cellules conservées sous forme congelée a
raison de 50x10° cellules/ml dans un milieu sans sérum contenant 10% de
diméthylsulfoxyde dans des tubes a congélation de cellules (tube Nunc réf. : 430663
de Sml).

1.2) Protocole opératoire utilis¢ pour ¢&valuer les paramétres concernant la
concentration initiale en microporteurs et 1’agent protecteur cellulaire dans le

« procéd¢ all in one ».

Le méme protocole opératoire a été appliqué pour 1’étude de ces deux paramétres.

On a testé les concentrations de 0,1g/1 et de 0,3g/l pour évaluer I'effet d’une trés
faible concentration en microporteurs pendant le premier passage cellulaire sur la

croissance des cellules Vero.

Dans le bioréacteur 1 (bio 1) on a introduit 66x10° cellules dans 2 litres de milieu
VPSFM/K30 contenant 0,6g de microporteurs (ce qui équivaut a une quantité de
25 000 cellules/cm’ de surface d’adhésion et représente une concentration initiale en
microbilles de 0,3g/l) aprés avoir ajusté les paramétres de régulation du bioréacteur
tel que le pH a 7,2-7,4, la température a 37°C et la pO2 a =25%.

Dans le bioréacteur 2 (bio 2) on a introduit 22x10° cellules dans 2 litres de milicu
VPSFM/K30 contenant 0,2g de microporteurs (ce qui équivaut a une quantité de
25 000 cellules/cm’ de surface d’adhésion et représente une concentration initiale en
microbilles de 0,1g/1).

Pendant toute la durée de la culture cellulaire le milieu de culture a été soumis a une
agitation permanente sauf pendant les phases de décantation des microbilles qui sont
utilisées pour renouveler le milieu de culture ou réduire le volume de milieu de
culture.

Au jour J3 les cellules ont été traitées a la trypsine selon le protocole suivant :

Aprés décantation des microbilles, on a laiss¢ dans le bioréacteur ~ 300 ml de milieu

de culture VPSFM/K30 puis on a rajouté =~ 300 ml d’une solution de citrate de
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sodium 0,025M contenant 600 mg de trypsine recombinante (réf. : Roche 04618734)
en tampon phosphate sans Calcium et sans Magnésium. Le milieu a ét¢ maintenu
sous agitation modérée. Apres avoir vérifi¢ que le décollement des cellules était bien
réalis¢ au moyen d’un prélévement de controle (en général il est réalis¢ dans un
intervalle de 15 et 30 minutes), on a stopp¢ I’action de la trypsine en rajoutant = 300
ml d’une solution de VPSFM/K30 contenant 1mg/ml d’inhibiteur de trypsine (réf :
Sigma T6522). Aprés numération cellulaire, on a ¢liminé une partie de la suspension
de cellules de sorte que la quantité restante de cellules est telle qu’il y ait ~ 25x10°
cellules /em® de surface d’adhésion aprés I’introduction de, soit 2,4 g de
microporteurs (bio 1), soit 0,6 g de microporteurs (bio 2) dans un volume total de
milieu de culture de 2 litres pour réaliser le deuxiéme passage cellulaire. On a
ensuite ajusté a nouveau les paramétres de régulation comme lors du premier passage
cellulaire. Au bout de 4 & 6 heures on a remplacé le milieu par du milieu de culture
neuf puis éventuellement on a renouvel¢ une deuxiéme fois au bout de 24 a 48
heures de culture. A J7, les cellules sont & nouveau trypsinées sclon le méme
protocole que celui utilisé & J3. Aprés numération cellulaire on a également éliminé
une partie de la suspension de cellules de sorte que la quantité restante de cellules est
telle qu’il y ait ~ 25x10° cellules /em® de surface de d’adhésion aprés introduction
de, soit 6 g de microporteurs (bio 1), soit 2,4 g de microporteurs (bio 2) dans un
volume total de milieu de culture de 2 litres pour réaliser le troisiéme passage
cellulaire. On a ensuite ajusté a nouveau les paramétres de régulation du bioréacteur.
Au bout de 4 a 6 heures on a remplacé le milieu par du milieu de culture neuf puis
éventuellement, on a renouvelé une deuxiéme fois au bout de 24 a 48 heures de
culture. A J10, on a récolté les cellules pour ¢valuer 'intensité de I’amplification
cellulaire en fonction de la concentration initiale en microporteurs dans le récipient

de culture.

Pour évaluer le role des agents protecteurs cellulaires on a testé le poloxamére 188 et
la polyvinylpyrrolidone (PVP) K30 en utilisant le méme protocole opératoire et avec

une concentration initiale en microporteurs de 0,3 g/1.
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1.3) Protocole opératoire utilisé pour ¢valuer le réle du sérum dans le procédé « all in

one ».

Le méme protocole opératoire que celui décrit dans le paragraphe précédent a ¢t
utilis¢ avec les spécificités suivantes :

- le milieu VPSFM/K30/SVF a été testé,

- la concentration initiale en microporteurs ¢tait de 0,3 g/l.

- les traitements a la trypsine ont &té pratiqués aux jours J5 et J8. Avant chaque
traitement & la trypsine, on a « ringé » 3 fois la suspension de microbilles avec 600
ml d’un tampon de ringage (tampon phosphate (PBS 1xC)) au moyen d’une
succession d’étapes d’agitation, de décantation et d’¢limination du tampon de

ringage pour ¢liminer le sérum.

1.4) résultats

Pour évaluer le role des différents paramétres étudiés sur la croissance cellulaire on a
mesuré a intervalles réguliers la concentration cellulaire en utilisant le systéme de
numération Nucleocounter (Chemometec®) et déterminé le nombre de générations
cellulaires cumulées. A chaque fois, on a prélevé deux échantillons de la suspension
de microbilles. Les valeurs indiquées représentent les valeurs moyennes des deux

prélévements effectués pour chaque temps analysé.

Les quantités de cellules et le nombre de générations cellulaires cumulées observés
au cours de la culture sont rassemblés dans les 3 tableaux ci-dessous en fonction de

chacun des parametres étudiés.
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1.4.1) paramétre « concentration initiale en microporteurs »

PCT/FR2010/052850

Concentration initiale en

microporteurs: 0,1g/1

Concentration initiale en

microporteurs : 0,3g/1

Jour Quantit¢  de | Nombre de | Quantité de | Nombre de
cellules x 10° | générations cellules x10° générations
cumulées®** cumulées

JO 22 0 66 0

J3* 159 2,85 450 2,60

J3H* 66 2,85 264 2,60

J4 144 3,98 522 3,58

J5 267 4,87 1053 4,60

J6 690 6,24 1905 5,45

J7* 822 6,47 3243 6,21

J7H* 375 6,47 1077 6,21

J10 2028 8,90 3150 7,76

* : avant traitement a la trypsine

ok

25x10° cellules/cm?® de surface d’adhésion.

. aprés traitement a la trypsine et ajustement de la concentration cellulaire a

4% Pour le calcul du nombre de générations cumulées on a pris en compte les

¢ventuels ajustements de la concentration cellulaire qui ont ¢té faits au cours des

passages cellulaires successifs et on a utilis¢ la formule générale ci dessous:

Nombre de générations =

logio {[cell] finale/[cell] initiale}

LOglo 2

[cell] finale : correspond a la concentration cellulaire au jour considéré

[cell] initiale : correspond a la concentration cellulaire initiale a JO
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Méme si la quantité¢ de cellules produites aprés 3 passages cellulaires successifs est

plus faible dans le bioréacteur ou la concentration initiale en microporteurs est de

0,1g/1, le temps de doublement de la population cellulaire est par contre Iégérement

plus rapide dans ce bioréacteur car le nombre de générations cellulaires cumulées

observé est plus ¢levé pendant toute la durée de 1’essai.

De facon surprenante, une concentration trés faible en microporteurs pendant le

premier passage cellulaire (= 0,1g/l) n’a donc pas d’incidence négative sur la

croissance des cellules. Au contraire, les cellules ont tendance a se diviser encore

plus activement que lorsqu’elles se trouvent dans un bioréacteur qui contient une

concentration en microporteurs plus importante (0,3g/1)

1.4.2) paramétre « agent protecteur cellulaire »

Agent protecteur : PVP (K30) Agent protecteur : Poloxamére 188
Quantit¢  de | Nombre de | Quantité de | Nombre de
Jour cellules x 10° | générations cellules x10° générations
cumulées cumulées

JO 66 0 66 0

J3* 450 2.60 558 3.08

J3r 264 2.60 264 3.08

J4 522 3.58 357 3.46

J5 1053 4.60 909 4.84

J6 1905 5.45 1215 5.26

J7* 3243 6.21 2763 6.44

J7H* 1077 6.21 819 6.44

J10 3150 7.76 4029 8.73

*: avant traitement a la trypsine

** . aprés traitement a la trypsine et ajustement de la concentration cellulaire a

25x10° cellules/cm?® de surface d’adhésion
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Les résultats montrent que ’ajout de poloxamére 188 ou de PVP(K30) a un milieu
de culture sans sérum ont un effet globalement équivalent sur I’amplification des

cellules réalisé selon le procédé all in one.

1.4.3 ) paramétre « sérum »

Milieu de culture avec sérum
(VPSFM/K30/SVF)
Jour Quantité de | Nombre de
cellules x10™ générations
cumulées
JO 66 0
J4 993 3.91
J5%* 1371 4.38
JoH* 264 4.38
J6 375 4.79
J7 1098 6.40
J8* 1956 7.25
JgH* 528 7.25
J11 2289 9.33
J12 3242 9.83

*: avant traitement a la trypsine

*% . apres traitement a la trypsine

Ces résultats montrent que le procéd¢ « all in one » est également applicable a des
cellules adhérentes a des microporteures cultivées dans un milieu de culture

contenant du sérum.
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Exemple 2 : comparaison des productions de cellules Vero obtenues soit en utilisant

le procédé selon ’'invention (« procédé all in one »), soit en utilisant le procédé par

simple ajout de microporteurs (« technique dite de « bead to bead transfer »

On a comparé la production des cellules aprés 2 passages cellulaires successifs
réalisés selon le « procéd¢ all in one » ou en utilisant la technique « bead to bead

transfer »

Les études ont été réalisées dans des bioréacteurs en verre, d’une contenance de 4
litres commercialis€és par Sartorius sous le nom de Quattro. Ils sont équipés d’une

sonde pH, pO2, et de température et d’une péle d’agitation.

2.1) protocole opératoire utilisé¢ pour la mise en ceuvre du « procéd¢ all in one »

Pour le « procéd¢ all in one », on a appliqué le méme principe que celui qui a ¢té

décrit dans le paragraphe 1.2 avec les spécificités suivantes :

- le milieu de culture utilisé était le milieu VPSFM/K30

- le volume du milieu de culture est resté constant pendant les 2 passages
cellulaires successifs et ¢était de 4 litres.

- Le premier passage cellulaire a été réalisé en utilisant une concentration en
microbilles de 0,3 g/l et en introduisant une quantité de cellules de sorte qu’il y
ait 50 000 cellules/cm?2 de surface d’adhésion.

- On arenouvel¢ le milieu de culture a J3

- A J4 les cellules ont ¢té traitées a la trypsine selon les mémes modalités
op¢ratoires que celles décrites dans le paragraphe 1.2. Aprés trypsination et
numération des cellules, on a éliminé les 2/3 du volume de la suspension
cellulaire pour ajuster la quantité restante de cellules a 25 000 cellules/cm2 de
surface d’adhésion aprés introduction de 4,8g de microbilles (soit une
concentration de 1,2g/l) dans un volume total de milicu de culture de 4 litres pour
réaliser le deuxi¢me passage cellulaire.

- On arenouvelé le milieu de culture 2 fois : une premicre fois 4 & 6 heures aprés

I’introduction des microbilles puis une deuxi¢me fois a J6.
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- A J8, les cellules ont été récoltées et comptées pour évaluer I'intensité de
I’amplification cellulaire. On a également analysé au microscope une aliquote de
la suspension de microbilles pour évaluer le degré de recouvrement des

microbilles par les cellules.

2.2) protocole opératoire utilis¢ pour la mise en ceuvre du procédé « bead to bead

transfer »

On appliqué le méme protocole opératoire que celui décrit dans le paragraphe 2.1
sauf qu’il n’y a pas eu de traitement a la trypsine des cellules & J4. Au jour J4, on a
¢liminé les 2/3 du volume de la suspension de microbilles de facon a ¢liminer la
méme proportion de cellules et de microbilles pour étre dans les mémes conditions
de culture que celles utilisées dans le procédé « all in one ». On a introduit ensuite
une suspension de microbilles contenant 4,8g de cytodex 1 (soit une concentration de
1,2g/l) dans un volume total de milieu de culture de 4litres. Le protocole opératoire

est ensuite le méme que celui qui est décrit dans le paragraphe 2.1.

2.3) Résultats

Pour comparer la croissance cellulaire au cours des deux procédés testés, on a
mesur¢ a intervalles réguliers la concentration cellulaire selon les mémes modalités
que celles décrites au paragraphe 1.4.

Les quantités de cellules et le nombre de générations cellulaires cumulées observés

au cours de la culture sont rassemblés dans le tableau ci-apres
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Procéd¢ « all in one » Procéd¢ « bead to bead transfer»
Quantit¢  de | Nombre de | Quantité de | Nombre de
Jour cellules x 10° | générations cellules x10° générations
cumulées cumulées

JO 264 0 272 0

J1 456 0.79 416 0.61

2 792 1.58 832 1.61

J3* 1508 2.51 1536 2.50

J3r 456 2.51 476 2.50

J5 1592 4.32 932 3.47

J6 2532 4.99 1236 3.87

J7 3048 5.25 1400 4.05

J8 5420 6.09 2652 4.98

*. avant ajustement de la concentration cellulaire
*% - aprés ajustement de la concentration cellulaire et éventucllement traitement a la

trypsine (cas du procéd¢ « all in one »)

Pendant le premier passage cellulaire (JO a J3) la croissance des cellules est similaire
dans les deux bioréacteurs. Par contre, pendant le second passage cellulaire (J3 a J8),
I’amplification cellulaire est beaucoup plus faible dans le bioréacteur ou la
technologie « bead to bead transfer » a été mise en ceuvre. A J8, la quantité de
cellules récoltée est =~ 2 fois plus faible que celle qui a été récoltée dans le
bioréacteur ou le procéde « all in one » a été mis en ceuvre. Les résultats concernant
I’évolution du nombre de générations cellulaires cumulées vont dans le méme sens.
A J8, le nombre de générations cellulaires cumulées est >6 pour les cellules qui ont
¢té¢ amplifices selon le procédé all in one. Il est de 5 pour les cellules qui ont ¢té
amplifiées selon la technologic «bead to bead transfer ». Les cellules qui sont
amplifiées selon le procédé¢ « all in one » se multiplient donc plus activement. Ces
résultats sont surprenants dans la mesure ou le procéd¢ « all in one » requiert 1’'usage
de la trypsine, connue pour étre préjudiciable a ’intégrité des cellules, pour assurer

les passages cellulaires successifs des cellules.
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Ces résultats ont ét¢ confirmés dans 2 essais indépendants réalisés dans les mémes
conditions opératoires. L’analyse de la variance sur le nombre de générations
cellulaires cumulées a J8 fait apparaitre une différence significative (p=0,0137)

L’analyse microscopique des microbilles a J8 montre que la trés grande majorité des
microbilles sont couvertes de cellules lorsque le procédé all in one est mise en ceuvre
(voir figure 2a). Par contre, une partic seulement des microbilles sont couvertes de
cellules lorsque la technologic «bead to bead transfer » est mis en ceuvre.
L’agitation permanente du milieu ou I’agitation intermittente du milicu (en répétant
par exemple pendant 2 heures des cycles d’agitation de 5 minutes suivi d’un repos de
20 minutes) aprés 1’addition des microbilles de cytodex 1 a J4 ne modifie pas les

résultats de facon sensible (voir figure 2b).

Exemple 3 : Amplification des cellules Vero en réalisant 2 passages cellulaires

successifs dans un seul et méme bioréacteur de 20 litres

3.1) Matériel utilisé

Bioréacteur :

On a utilis¢ un bioréacteur de 20 litres sous la forme d’une poche & usage unique
commercialisé par ATMI sous le nom de Nucleo-20. Les sondes de pH, de pO; et de
température aprés avoir ¢té ¢talonnées puis stérilisées par autoclavage grace aux
poches « probe holder » ont été installées sur la poche selon le protocole standard
ATMI : les connexions Kleenpack® situés sur la poche d’une part et sur le « probe-
holder » d’autre part ont ¢t¢ connectées, puis la sonde a été introduite a I'intérieur du

bioréacteur a travers la connexion ainsi créée.

Microporteurs : microbilles de cytodex 1 fournies par GE Healthcare (cf.

paragraphe 1.1)

Milieu de culture : Milieu VPSFM/K30 (cf paragraphe 1.1)

Cellules : Cellules Vero (cf paragraphe 1.1)
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3.2) Protocole opératoire

Dans le Nucléo-20, on a introduit 6 litres de milieu de culture VPSFM/K30 puis on a
ajouté 1 litre d’une suspension de microbilles contenant 4g de cytodex 1 (ce qui
représente une concentration initiale en microbilles de 0,5g/1 aprés 1’ajout des
cellules). Aprés avoir ajusté les parameétres de régulation a I’intérieur du nucléo-20,
tels que la température a 37°C, le pH 4 7,2 -7,4, la pO, a =25%, et soumis le milicu a
une agitation modérée pour remettre les microbilles en suspension dans le milicu de
culture, on a introduit dans le nucléo 500x10° cellules aprés décongélation et reprise
dans 1 litre de milieu de culture VPSFM/K30. Pendant toute la durée du protocole
opératoire le milieu de culture a ét¢ soumis a une agitation permanente sauf pendant
les phases de décantation des microbilles qui ont lieu pour renouveler le milieu de
culture ou réduire le volume de milieu de culture.

Au Jour J2 (2 jours apres la mise en culture), on a remplacé le milieu par du milieu
VPSFM/K30 neuf.

Au jour J5, les cellules ont été trypsinées selon le protocole suivant :

On a stoppé ’agitation, les régulations de pH et de pO,. Seule la régulation de
température a ¢t¢ maintenue. Aprés décantation des microbilles, on a laiss¢ dans le
bioréacteur =~ 3L de milieu de culture VPSFM/K30 puis on a rajouté = 3 litres d une
solution de citrate de sodium 0,025M contenant 600 mg de trypsine recombinante
(réf. : Roche 04618734) en tampon phosphate sans Calcium et sans Magnésium. Le
milieu a ¢té ensuite a nouveau agit¢ de facon modérée. Aprés avoir vérifié que le
décollement des cellules était bien réalis€ au moyen d’un prélévement de controle
(en général il est réalis¢ dans un intervalle de 15 et 30 minutes), on a stoppé 1’action
de la trypsine en rajoutant =3 litres d’une solution de VPSFM/K30 contenant
Img/ml d’inhibiteur de trypsine (réf: Sigma T6522). On a ensuite rajouté la
suspension de microbilles contenant 28 g de cytodex 1, ce qui représente une
concentration en microbilles d’environ 1,4g/l dans le milieu aprés avoir ajusté le
volume de milieu de culture a 20 litres avec le milieu de culture VPSFM/K30. On a
ensuite ajusté a nouveau les paramétres de régulations a I'intérieur du nucléo-20
comme lors du premier passage cellulaire. Au bout de 4 a 6 heures aprés
I’introduction des microbilles on a remplacé le milieu par du milieu de culture neuf.

Un deuxi¢me remplacement du milieu de culture par du milieu de culture neuf a été
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réalis¢ a J7. A J9, les cellules étaient substanticllement confluentes. Elles ont été
ensuite trypsinées selon le méme protocole que celui utilisé & J5. On a déterminé le
taux d’amplification cellulaire obtenu aprés 2 passages cellulaires effectués dans le

méme bioréacteur a partir de la suspension cellulaire obtenue.

3.3) Résultats

Pour mesurer le taux d’amplification cellulaire obtenu, on a mesuré a intervalles
réguliers la concentration cellulaire selon les mémes modalités que celles décrites
dans le paragraphe 1.4.

Les quantités et concentrations cellulaires observées au cours de la culture sont

représentées dans le tableau I ci-dessous

Concentration

Volume de Concentration cellulaire sur le Quantité

Jour de culture culture cellulaire dans le support (cell/ecm2 | de cellules
milieu (cell/ml) de microbilles x106

JO 8L 48100 21875 385%kx*
J1 8L 73500 33400 588
2 8L 79500 36136 636
J5%* 8L 235000 213600 3760
JoH* 20L 145500 23600 2910
J6 20L 195000 31650 3900
J7 20L 474000 76950 9480
J8 20L 807000 131000 16140
J9 20L 1313000 213000 26260

* : avant traitement a la trypsine
** . apres traitement a la trypsine et adhésion des cellules

% - représente la quantité initiale de cellules viables ensemencées
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Aprés deux passages cellulaires successifs réalisés dans un méme bioréacteur de
20 litres la population cellulaire a augmenté d’un facteur 68 au bout de 9 jours de

culture tandis que la surface du support cellulaire a été augmentée d’un facteur 7.

Exemple 4 : Amplification des cellules Vero en réalisant 3 passages cellulaires

successifs dans un seul et méme bioréacteur de 20 litres

4.1) Matériel utilisé
Le matériel qui a ét¢ utilis¢ est identique au matériel décrit dans le mode opératoire

de 'exemple 3.

4.2) Protocole opératoire

Les passages cellulaires ont ¢t¢ réalisés selon le méme protocole que celui décrit

dans le paragraphe 3.2 hormis les variations suivantes :

- le premier passage a été réalisé en introduisant 250x10° cellules dans 8 litres de
milieu de culture VPSFM/K30 contenant 2 g de microbilles de cytodex 1 (ce qui
représente une concentration en microbilles de 0,25 g/l)

- A J5, apres la premier traitement a la trypsine, pour réaliser le deuxiéme passage
cellulaire on a rajouté une suspension de microbilles contenant 14 g de
cytodex 1, ce qui représente une concentration en microbilles d’environ 1,07g/1
aprés avoir ajusté le volume du milieu de culture a 13 litres avec le milicu de
culture VPSFM/K30.

- A J9, apres le deuxiéme traitement a la trypsine, pour réaliser le troisiéme
passage cellulaire on a rajouté une suspension de microbilles contenant 60 g de
cytodex 1, ce qui représente une concentration en microbilles d’environ 3g/l
aprés avoir ajusté le volume du milieu de culture a 20 litres avec le milieu de
culture VPSFM/K30.

A J12, les cellules étaient substanticllement confluentes. Elles ont été ensuite

trypsinées selon le méme protocole que celui utilisé a J5.

On a mesuré le taux d’amplification cellulaire obtenu aprés 3 passages cellulaires

effectués dans le méme bioréacteur a partir de la suspension cellulaire finale

obtenue.
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Les quantités et concentrations cellulaires observées au cours de la culture sont

représentées dans le tableau ci-apres :

Concentration Concentration Quantité

Volume de cellulaire dans le cellulaire sur le de cellules
Jour de culture culture milieu (10° support (cell/cm2 x10°

cell./ml) de microbilles

JO 8 0.038 30230 0.26
J1 8 0.026 20684 0.18
2 8 0.051 40572 0.36
J5* 8 0.12 95465 0.84
JoH* 13 0.072 11688 0.93
J6 13 0.143 23214 1.85
J7 13 0.241 39123 3.13
J8 13 0.414 67207 5.38
Jo* 13 0.743 120616 9.65
JoH* 20 0.346 25064 7.72
J10 20 0.537 34870 10.74
J11 20 1.016 65974 20.32
J12 20 1.649 107077 32.98

*: avant traitement a la trypsine

% aprés traitement a la trypsine et adhésion des cellules

Aprés trois passages cellulaires successifs de cellules Vero réalisés dans un méme

bioréacteur de 20 litres la population cellulaire a augmenté d’un facteur 126 au bout

de 12 jours de culture tandis que la surface du support cellulaire a été augmentée

d’un facteur 30.
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Exemple 5: Comparaison de la production de cellules Vero en utilisant soit le

procédé selon 'invention (les passages cellulaires successifs sont réalisés dans un

seul et méme bioréacteur) ou soit le procédé classique d’expansion cellulaire (les

passages cellulaires successifs sont réalisés a chaque fois dans des bioréacteurs

différents et de taille plus importante).

5.1) protocole opératoire

On a ¢tudi€¢ et comparé la production de cellules Vero en effectuant soit 3 passages
cellulaires successifs dans un seul bioréacteur de 20 litres selon le protocole décrit
dans I’exemple 4 ct en utilisant une quantité initiale de 250x10° cellules provenant
directement d’une banque de cellules congelées, soit 3 passages cellulaires successifs
dans des bioréacteurs en inox différents, le premier dans un bioréacteur de 2 litres, le
second dans un bioréacteur de 7 litres et le troisiéme dans un bioréacteur de 28 litres.
Les conditions expérimentales du procédé classique qui ont ¢té utilisées sont les
suivantes:

Les cellules Vero aprés décongélation, ont été tout d’abord adaptées a leurs
conditions de culture en effectuant un passage initial dans des Cell Factory (CF10)
en introduisant 40x10° cellules par cm” de surface d’adhésion dans 2 litres de milicu
culture VPSFM/K30. Aprés environ 5 jours de culture, la population cellulaire
obtenue a ¢été récoltée aprés une étape de trypsination. La population cellulaire
récoltée est utilisée pour ensemencer un bioréacteur de 2 litres de volume utile
contenant une suspension de 2g de microbilles cytodex 1 dans 2 litres de milieu de
culture VPSFM/K30 (concentration 1g/l). Aprés avoir contr6lé et ajusté les
parametres de régulation tels que la température & 37°C, le pH a 7,2-7,4 et la pO; a
=25 %, et soumis le milicu a une agitation modérée, on a ensemencé le bioréacteur
de 2 litres avec en moyenne de 220x10° cellules. A J3, on a remplacé le milieu de
culture par du milieu de culture neuf. A J4, les cellules substantiellement confluentes
ont ¢té trypsinées puis transférées avec les microporteurs usagés dans un bioréacteur
de 7 litres contenant 7 litres de milieu de culture VPSFM/K30 auquel on a
préalablement ajouté 14 g de microbilles cytodex 1 ce qui représente une
concentration en microbilles d’environ 2g/l. A J6, on a remplacé le milieu de culture

par du milieu de culture neuf. A J8, les cellules substantiellement confluentes ont été
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trypsinées puis transférées de la méme fagon dans un bioréacteur de 28 litres

contenant 28 litres de milieu de culture VPSFM/K30 auquel on a préalablement

ajouté 70 g de microbilles cytodex 1 ce qui représente une concentration en

microbilles d’environ 2,5g/1. A J10 on a remplacé le milieu de culture par du milieu

de culture neuf. A J11 les cellules substanticllement confluentes ont été trypsinées

puis récoltées et dénombrées.

5.2) Résultats

Pour suivre la croissance cellulaire au cours des deux procédés testés, on a mesuré a

intervalles réguliers la concentration cellulaire selon les mémes modalités que celles

décrites dans le paragraphe 1.4.

Les quantités de cellules et les taux d’amplification observés au cours de la culture

sont rassemblés dans le tableau ci-dessous

Procédé « all in one »

1 seul bioréacteur de 20 litres

Procéd¢ classique

3 Bioréacteurs (4, 7 et 28 litres)

Jour Quantité de | Taux Quantité de | Taux
cellules x 10°" | d’amplification | cellules x10°™ d’amplification
JO 253 220
J1 162 0,64 446 2,03
2 300 1,18 874 3,97
J4 832 3,29 2017 9,17
J5 1024 4,05 1499 6,59
J6 1426 5,64 2763 12,56
J7 2448 9,68 4494 20,43
J8 4242 16,77 7251 32,96
J10 10740 42,45 16567 75,30
J11 20320 80,32 32056 145,71
J12 29140 115,18

*: les quantités exprimées sont les valeurs moyennes obtenues sur 8 essais différents

qui ont ¢té réalisés.
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. les quantités exprimées sont les valeurs moyennes obtenues sur 3 essais

différents qui ont ¢té réalisés.

En utilisant le procédé « all in one » on obtient en moyenne plus de 29 Milliards de
cellules au bout de 12 jours de culture aprés avoir introduit en moyenne 253 millions
de cellules directement décongelés dans un bioréacteur de 20 litres, soit un taux
d’amplification cellulaire moyen de 115. En utilisant le procéd¢ classique, on obtient
en moyenne 32 Milliards de cellules au bout de 11 jours de culture aprés avoir
initialement introduit en moyenne 220 millions dans un bioréacteur de 2 litres, soit
un taux d’amplification cellulaire moyen de 145. La surface du support cellulaire
disponible a ét¢ augmentée d’un facteur 30 dans les deux procédés mais a nécessité
I’utilisation de 3 bioréacteurs dans le cas du procédé classique. La quantité de
cellules obtenue avec le procéd¢ classique est 1égérement plus importante. Cela
provient du fait que les cellules qui ont ét¢ utilisées pour mettre en ceuvre le procédé
«all in one» et le procéd¢ classique n’étaient pas dans les mémes conditions
physiologiques. Les cellules qui ont servi a ensemencer le bioréacteur de 20 litres
dans le cas du procédé « all in one » venaient juste d’étre décongelées tandis que les
cellules utilisées pour ensemencer le bioréacteur de 2 litres étaient beaucoup plus
vigourcuses puisqu’elles avaient ¢ét¢ préalablement cultivées en Cell factory. Les
résultats a J1 le montrent trés clairement ; dans le procédé all in one, la diminution
de prés de 40% du nombre de cellules a J1 résulte du phénoméne classique de
« latence post décongélation ». Dans le méme temps les cellules qui avaient été
préalablement cultivées en Cell factory se sont multipliées dans le procédé classique
(la population cellulaire a doubl¢). Malgré les conditions initiales de culture
nettement défavorables dans le procéd¢ « all in one », on constate qu’a la fin de la
culture il y a finalement trés peu d’écart entre les quantités de cellules récoltées dans
les deux procédés. On conclut que si les conditions initiales de culture avaient été les
mémes dans les deux procéd€s testés on aurait obtenu les mémes quantités et les
mémes taux d’amplification de cellules. Le procédé «all in one » est donc trés
avantageux par rapport au procédé classique puisqu’on produit dans le méme délai la

méme quantité de cellules en faisant des économies de moyens.
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Exemple 6 : amplification de cellules vero en réalisant 3 passages cellulaires

successifs dans un seul et méme bioréacteur de 200 litres

6.1) Matériel utilisé

A I’exception du bioréacteur qui est dans le cas présent une poche a usage unique de
200 litres commercialis¢ par ATMI sous le nom de Nucleo-200, le matériel qui a ¢té

utilis¢ est le méme que celui qui est décrit dans ’exemple 3.

6.2) Protocole opératoire

Le protocole opératoire utilis¢ est similaire a celui qui est décrit dans ’exemple 3
avec les modifications suivantes :

Les cellules Vero aprés avoir ¢té décongelées ont été préalablement mises en culture
dans 2 Cell Factory (CF10) & raison de 40x10° cellules par cm® de surface
d’adhésion et 2 litres de milieu de culture par CF10. Apres 5 jours de culture, la
population cellulaire a été récoltée aprés une étape de traitement a la trypsine et a

servi ensuite a ensemencer le Nucleo-200.

Le premier passage cellulaire dans le Nucleo-200 a été réalisé en introduisant
2,2x10° cellules dans 50 litres de milieu de culture VPSFM/K30 contenant 25 g de
microbilles de cytodex 1 (ce qui représente une concentration en microbilles de 0,5
g/l). Au Jour J3 on a remplacé le milieu de culture par du milieu de culture neuf. Au
jour J4, les cellules ont ¢té trypsinées selon le protocole de ’exemple 3 en laissant =
20 litres de milicu dans le Nucleo puis en rajoutant = 20 litres d’une solution de
citrate de sodium 0,025M contenant 3000 mg de tryspsine recombinante dans un
tampon phosphate contenant ni Calcium ni Magnésium. Aprés le décollement des
cellules, on a stoppé 'action de la trypsine en rajoutant 20 litres d’une solution de
VPSFM/K30 contenant 1mg/ml d’inhibiteur de trypsine.

Le second passage cellulaire a été réalisé dans le méme nucléo-200 en rajoutant a
toute la population cellulaire obtenue une suspension de microbilles contenant 130g
de cytodex 1, ce qui représente une concentration en microbilles d’environ 1g/1 aprés

avoir ajusté le volume total du milieu a 130 litres avec le milieu de culture
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VPSFM/K30. On a renouvelé 2 fois le milieu de culture: la premiére fois juste apres
I’adhésion des cellules aux microbilles, la seconde fois a J6. Au jour J7, les cellules
ont ¢té a nouveau trypsinées selon le méme protocole que celui utilisé a J4.

Le troisi¢me passage cellulaire dans le méme nucléo- 200 a été réalisé en ajustant la
population cellulaire de sorte qu’il y ait une concentration de 20000 cellules/cm® de
surface d’adhésion aprés introduction de 450g de microbilles de cytodex 1 dans un
volume total de milicu qui a ¢été ajusté a 180 litres avec le milieu de culture
VPSFM/K30. De la méme facon, on a renouvelé deux fois le milieu de culture: juste
aprés I’adhésion des cellules aux microbilles, puis a J10. La population de cellules
obtenue aprés les 3 passages cellulaires successifs effectués dans le méme
bioréacteur a ¢té ensuite quantifiée. On peut mesurer ainsi le taux d’amplification

cellulaire.
6.3) Résultats

Les quantités et concentrations cellulaires observées au cours de la culture sont

représentées dans le tableau ci-dessous

Concentration

Volume de Concentration cellulaire sur le Quantité

Jour de culture culture cellulaire dans le support (cell/em2 | de cellules
milieu (10° cell./ml) de microbilles x10°
JO 50L 0.038 17580 1.93
J1 50L 0.034 15455 1.71
2 50L 0.07 31818 3.50
I3 50L 0.147 66818 7.35
J4* 50L 0.162 103000 11.34
J4x* 130L 0.114 25900 14.81
J5 130L 0.135 30600 17.55
J6 130L 0.275 62500 35.75
J7* 130L 0.552 125455 71.76
J7 HoH* 180L 0.212 19273 38.16
J8 180L 0.329 29900 59.22
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J9

180L 0.646 58727 116.28

J10

180L 1.1 100000 198

J11

180L 1.5 136364 270

10

15

20

25

30

* : avant traitement a la trypsine
** . apres traitement a la trypsine et adhésion des cellules
kL aprés traitement a la trypsine et ajustement de la population cellulaire a la

concentration de 20000 cellules/cm? de surface d’adhésion

Aprés trois passages cellulaires successifs de cellules Vero réalisés dans un méme
bioréacteur de 200 litres la population cellulaire a augmenté d’un facteur 140 au bout
de 11 jours de culture tandis que la surface du support cellulaire a été augmentée
d’un facteur 18.

Des essais d’amplification de cellules Vero, selon le « procédé¢ all in one » ont
¢galement ¢t réalisés en réalisant notamment deux passages cellulaires successifs
dans un seul bioréacteur a usage unique de 500 litres commercialisé par ATMI sous
le nom de nucleo-500. Les taux d’amplification cellulaire obtenus étaient similaires a
ceux que ’on obtient avec les bioréacteurs de 200 litres ce qui montre bien que le

procédé de I’invention est exploitable a trés grande échelle.

Exemple 7: Production du virus rabique a partir d’un lot de cellules qui a été obtenu

en réalisant 3 passages cellulaires successifs dans un seul et méme bioréacteur de

200 litres.

Le lot de cellules a été produit en utilisant le méme protocole que celui qui a ¢t

décrit dans I’exemple 6.

Au jour J11, on a remplacé le milieu de culture par un milieu d’infection virale a
base de VPSFM puis on a infecté les cellules avec la souche Pitman Moore du virus
rabique provenant de I'institut Wistar & une multiplicit¢ d’infection de 0,01. Les
mémes parametres de régulation concernant la température, le pH, la pO2 et
’agitation du milieu modérée utilisés pour la culture cellulaire ont été conservés

ajustés pour la production de virus. On a renouvelé le milieu d’infection virale au
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Jour J3 aprés I’infection virale, puis on a récolté les surnageants de culture pour
mesurer les titres infecticux aux jours J7, J10 et J14 aprés 'infection virale. Apres
chaque récolte virale, on a remis du milieu d’infection virale neuf. Les titres
infecticux dans les surnageants de culture ont été mesurés au moyen d’un test
classique d’immunofluorescence sur cellules BHK21. On a réalis¢ une série de
dilutions pour chacun des surnageants de culture testés puis chaque dilution a été
distribu¢e dans 10 puits d’une microplaque 96 puits. Deux séries de tests ont ¢t
réalisés en parall¢le. On a rajouté ensuite une suspension de cellules BHK21 dans
chacun des puits. Les cellules ont ét¢ incubées pendant 48 heures a 37°C sous 5% de
CO;. Au bout de 48 heures les puits étaient recouverts d’un tapis cellulaire que 'on a
ensuite fixé a ’acétone. Aprés avoir éliminé 1’acétone et sécher les microplaques, on
a rajouté 50 pl d’une dilution au 1/70°™ d’un anticorps monoclonal dirigé contre le
virus rabique (FDI Fujirebio Diagnostics-Ref 800092). Aprés une incubation d’une
heure suivie de plusieurs ringages on a analys¢ les microplaques au microscope a
flurorescence. Un puits est considéré comme positif dés lors que ’on observe une
fluorescence spécifique dans au moins une cellule. Comme contréle négatif on a
utilisé les cellules BHK21 cultivées en 1’absence de virus rabique et comme contréle
positif, les cellules BHK21 cultivées en présence dune souche de virus rabique de
référence. Les titres infecticux en virus rabiques contenus dans les surnageants de
culture testés ont été déterminés selon la méthode de Spearman et Karber et
exprimés en unités logo de dose infecticuse en culture de cellules 50% (DICC 50).
Les titres infecticux obtenus dans les surnageants de culture qui ont été observés se

situaient aux environs de 7,0 log;o DICC 50.
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REVENDICATIONS

1. Un procédé de production de cellules adhérentes selon lequel :

a.

on introduit des cellules adhérentes dans un récipient de culture qui
contient des microporteurs dans un milieu de culture :

on amplifie les cellules en effectuant plusieurs passages cellulaires
successifs dans ce méme récipient de culture dans lequel chaque passage
cellulaire ultérieur au premier passage cellulaire est réalis¢:

1. en utilisant tout ou partic de la population cellulaire qui a ¢té
obtenue lors du passage cellulaire précédent aprés avoir soumis la
population cellulaire a un traitement enzymatique pour détacher
les cellules des microporteurs, et

ii. en introduisant du milieu de culture et une quantité croissante de
microporteurs; et

On récolte la population cellulaire produite lors du dernier passage
cellulaire apres avoir, de facon optionnelle, soumis la population
cellulaire & un traitement enzymatique pour détacher les cellules des

microporteurs.

2. Un procéd¢ de production d’un agent biologique produit par des cellules

adhérentes selon lequel :

a.

on introduit des cellules adhérentes dans un récipient de culture qui
contient des microporteurs dans un milieu de culture :
on amplifie les cellules en effectuant plusieurs passages cellulaires
successifs dans ce méme récipient de culture dans lequel chaque passage
cellulaire ultérieur au premier passage cellulaire est réalisé :
1. en utilisant tout ou partic de la population cellulaire qui a ¢té
obtenue lors du passage cellulaire précédent aprés avoir soumis la
population cellulaire a un traitement enzymatique pour détacher

les cellules des microporteurs, et

PCT/FR2010/052850
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ii. en introduisant du milicu de culture et une quantité croissante de
microporteurs;

c. on traite la population cellulaire produite lors du dernier passage
cellulaire de mani¢re a ce qu’elle produise I’agent biologique, le dit
traitement ¢tant réalisé¢ dans le méme récipient de culture que celui qui a
¢té utilis€ pour amplifier les cellules et ;

d. onrécolte ’agent biologique.

Un procédé selon la revendication 2, selon lequel I'agent biologique est un
agent infectieux et en ce que le traitement de la population cellulaire a 1’ étape
¢) est effectu¢ en infectant la population cellulaire avec ledit agent infecticux

dans un milieu d’infection.

Un procéd¢ selon la revendication 3, selon lequel 1’agent infectieux est le
virus rabique et en ce que le milieu d’infection est un milieu d’infection

virale dépourvu de tout produit d’origine animale.

Un procéd¢ selon 1'une des revendications 1 a 4, selon lequel le nombre de
passages cellulaires qui sont effectués dans le méme récipient de culture est

2,30u4.

Un procédé selon I'une des revendications 1 a 5, selon lequel la concentration
en microporteurs dans le milieu de culture pendant le premier passage

cellulaire est < 1 g/l, et de fagon préférée < 0,5 g/l.

Un procédé selon 'une des revendications 1 & 6, selon lequel le traitement

enzymatique emploie une solution contenant une enzyme protéolytique.

Un procédé selon 'une des revendications 1 a 7, selon lequel chaque passage

cellulaire ultérieur est réalisé en augmentant le volume du milieu de culture.

PCT/FR2010/052850
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Un procédé selon 'une des revendications 1 a 8, selon lequel le premier
passage cellulaire est effectu¢ dans un volume de milieu de culture qui est

entre le 1/5 et la moitié du volume utile du récipient de culture.

Un procédé selon 1'une des revendications 1 a 9, selon lequel le milieu de

culture est dépourvu de sérum d’origine animale.

. Un procédé selon 1'une des revendications 1 a 10, selon lequel le milicu de

culture est dépourvu de tout produit d’origine animale.

Un procédé selon 1'une des revendications 1 a 11, selon lequel la

concentration en protéines dans le milieu de culture est <15 mg/1.

Un procéd¢ selon I'une des revendications 1 a 12, selon lequel le milieu de

culture contient en outre un agent protecteur cellulaire.

Un procéd¢ selon la revendication 13, selon lequel l’agent protecteur

cellulaire est une polyvinyl pyrrolidone ou un poloxameére.

Un procédé selon I'une des revendications 1 a 14, selon lequel le récipient de
culture est un bioréacteur ayant un volume utile compris entre 3 et 3000
litres, de fagon préférée entre 20 et 1000 litres, et de fagon particuliérement

préférée entre 20 et 500 litres.

Un procéd¢ selon la revendication 15, selon lequel le récipient de culture est

un bioréacteur a usage unique.

Un procédé selon ’'une des revendications 1 a 16, selon lequel les cellules

adhérentes sont des cellules Vero.

Un procéd¢ selon I'une des revendications 1 et 5 a 17, selon lequel la

population cellulaire qui est récoltée a I’¢étape ¢) contient une quantité de

PCT/FR2010/052850
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cellules qui est au moins 60 fois plus importante que la quantité de cellules

qui a ét¢ initialement introduite a 1’étape a) du procédé.

Un procédé¢ de production de cellules adhérentes selon lequel :
a. on décongele un stock de cellules adhérentes, puis
b. on soumet les cellules adhérentes décongelées au procéd¢ tel que

revendiqué selon 1'une des revendications 1 et 5 4 18.

Un procéd¢ de production de cellules adhérentes selon lequel aprés avoir
produit des cellules adhérentes dans un premier récipient de culture selon
I’une des revendications 1 et 54 19 :

a. on transfére la population cellulaire récoltée aprés avoir soumis la dite
population cellulaire & un traitement enzymatique pour détacher les
cellules des microporteurs, dans un second récipient de culture dont le
volume utile est plus important et qui contient un milieu de culture
contenant des microporteurs en quantit¢ plus importante que la quantité
de microporteurs qui était présente lors du dernier passage cellulaire
effectué¢ dans le premier récipient de culture, et

b. on met en ceuvre les étapes b) et ¢) du procédé tel que revendiqué selon

I’une des revendications 1 et 5 a 19 dans ce second récipient.

Un procédé selon la revendication 20, selon lequel on répéte a nouveau les
¢tapes a) et b) de la revendication 20 dans un troisiéme récipient de culture
dont le volume utile est plus important que le volume utile du second

récipient de culture.

Utilisation des cellules qui ont été produites selon le procédé de 1'une des

revendications 1 et 5 & 21 pour la production d’agents biologiques.

Un procédé de production de cellules adhérentes dans un récipient de culture
qui contient des microporteurs dans un milieu de culture, selon lequel on
augmente la quantité de cellules produites dun facteur > 60 en réalisant des

passages cellulaires successifs dans un seul récipient culture.

PCT/FR2010/052850
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