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DESCRIPCION

Procedimiento y dispositivo para el cultivo y/o el tratamiento de células.

La invencién se refiere a un procedimiento para el cultivo y/o el tratamiento automatizado de células para finalida-
des de diagndstico.

En el documento de solicitud de patente alemana DE 199 35 643.2 A1, més antiguo, se describe un dispositivo
para el cultivo y el tratamiento de células, estando dispuesto sobre un soporte un espacio conformable para el cultivo
de células. El espacio para el cultivo de células estd formado en este caso, por un lado, por el soporte o por una
ldmina de soporte y, por otro lado, por una Idmina para el cultivo de células, la cual es elastica. Con un dispositivo
de este tipo es posible llevar a cabo un cultivo en masa de células con gran variabilidad y para muchas finalidades de
empleo.

El documento de solicitud de patente internacional WO 97/33179 describe un procedimiento para el ensayo de
sustancias quimicas en cuanto a su eficacia como agentes protectores de las plantas, mediando empleo de una placa
de cultivo que tiene numerosos huecos, en los cuales se introducen unos dispositivos de atomizacién asi como unos
orificios de alimentacién y de retorno. El sistema permite realizar el ensayo de sustancias y plantas mediante un
funcionamiento totalmente automatico.

La patente US 5.707.869 describe un dispositivo para el cultivo de células, que tiene una cubeta, una tapa y una
placa de pocillos miiltiples, estando cada uno de los orificios provisto de una ldmina inferior permeable a los gases,
para el aporte de oxigeno, y de una ldmina semipermeable.

También el documento US 5.462.874 describe el correspondiente dispositivo para el cultivo de células, que com-
prende una placa de pocillos miltiples introducida en una cubeta, estando los pocillos abiertos por el extremo superior
y cerrados por el extremo inferior mediante una ldmina semipermeable.

Un dispositivo de tipo constructivo y de utilizacién similar se describe en el modelo de utilidad alemén DE 2
95 519 602. En este caso, los pocillos, junto a la muestra, contienen una solucién nutritiva. Unas conducciones de
alimentacion y de retorno para el abastecimiento de oxigeno se introducen en los mencionados pocillos mediante unos
elementos de insercion.

El documento de patente britdnica GB 2269391 divulga un procedimiento para el cultivo de microorganismos
mediante una placa con micropocillos, estando cada pocillo cerrado con una ldmina semipermeable, con el fin de
impedir que el medio nutritivo pueda salir, pero haga posible el abastecimiento por difusién con oxigeno de los
microorganismos.

Otro estado de la técnica adicional es el representado por DE 197 19 751 Al.

La presente invencidn tiene como objetivo proporcionar un procedimiento para el cultivo y el tratamiento automa-
tico de células, pudiendo cultivarse y/o tratarse en un espacio lo mas pequefio posible, un alto niimero de células, que
también pueden ser de diferentes tipos, para finalidades de diagndstico.

De acuerdo con la invencién, el problema planteado se resuelve mediante el procedimiento mencionado en la
reivindicacién 1.

De acuerdo con la invencién, se emplea un procedimiento dindmico mediante la utilizacién de una placa para el
cultivo de células. Esto significa que mediante el aporte de oxigeno y de nutrientes, que se efectia en un régimen
continuo o discontinuo, ahora se pueden cultivar y/o tratar y observar células a lo largo de un periodo de tiempo
prolongado. El aporte de nutrientes y de oxigeno necesario para esto, puede efectuarse de las mas diferentes maneras.

De una manera sencilla, se pueden conducir en este caso nutrientes y oxigeno conjuntamente por medio de una
circulacién continua o discontinua a través de los pocillos (entrantes) o huecos reestructurados para conformar espacios
para el cultivo de células.

En una forma de realizacién muy ventajosa de la invencién, sin embargo, una conduccion separada de aporte de
oxigeno se puede incorporar en el espacio para el cultivo de células desde la cara inferior de la placa de cultivo, a través
de una ldmina o membrana permeable a los gases. Normalmente, las placas para el cultivo de células estan provistas de
unas bases estables, impermeables a los gases. Si estas bases se reemplazan por una ldmina o una membrana permeable
a los gases, y se procura el correspondiente aporte de oxigeno o aire a estas zonas, entonces se produce un aporte de
oxigeno sencillo y muy intenso a las células.

Una posibilidad adicional para el aporte de nutrientes y/o oxigeno puede consistir en que, dentro de por lo menos
una parte de los huecos o espacios para el cultivo de células de la placa de cultivo, se pueden introducir unos elementos
de insercion, los cuales estdn provistos en cada caso de orificios de alimentacion y de orificios de retorno.
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Unas ventajosas formas de realizacién y unos ventajosos perfeccionamientos de la invencién se establecen a partir
de las demds reivindicaciones dependientes y a partir de los ejemplos de realizacién que seguidamente se describen
con ayuda de los dibujos.

Estos muestran en:
la Fig. 1 una placa para el cultivo de células (placa de pocillos miiltiples) en una vista en alzado en perspectiva;

la Fig. 2 una seccién de acuerdo con la linea II-1I de la Fig. 1 en una representacion ampliada con la estructuracién
de los huecos de la placa de cultivo, en cada caso, como un espacio para el cultivo de células;

la Fig. 3 muestra una seccién de acuerdo con la linea III-III de la Fig. 2;

la Fig. 4 muestra una forma de realizacion alternativa de la estructuracion de los espacios para el cultivo de células
en una seccion similar a la de la Fig. 2;

la Fig. 5 muestra una forma de realizacién adicional para la formacién de espacios para el cultivo de células,
asimismo en una seccion correspondiente segtin la Fig. 2;

la Fig. 6 muestra la alimentacién y el desecho de nutrientes a y desde los espacios para el cultivo de células en una
vista desde arriba; y

la Fig. 7 muestra en una seccién de detalle una forma de realizacién, pudiendo los espacios para el cultivo de
células ser presurizados.

Para el cultivo y/o el tratamiento de células para finalidades de diagndstico, se utiliza una placa 1 para el cultivo de
células (placa de pocillos multiples), en si conocida, que en general, de un modo correspondiente a su tamafio, tiene un
alto nimero de orificios o huecos 2. Los huecos 2 tienen unos didmetros que van desde unos pocos milimetros hasta
varios milimetros, y su nimero puede ser hasta de varios cientos de unidades por cada placa 1 de cultivo de células.

A partir de las Figuras 2 a 5 pueden observarse diferentes formas de realizacién de los huecos 2 o de su reestruc-
turacion para dar unos espacios 2’ para el cultivo de células. Segun la Fig. 2, en cada hueco 2, que debe de servir
como espacio 2’ para el cultivo de células, se introduce un elemento de insercién 3, que esta provisto de un orificio de
alimentacién 4 y de un orificio de retorno 5, los cuales se extienden desde la cara superior de la placa 1 para el cultivo
de células hasta la cara inferior de ésta, estando las caras inferiores de la placa para el cultivo de células o los huecos
cerradas/os por sus bases 6. Los elementos de insercién 3 son introducidos por consiguiente desde la cara superior
de la placa 1 de cultivo de células dentro de los huecos abiertos 2. Para la hermetizacién de los espacios 2’ para el
cultivo de células, los elementos de insercién 3 estdn provistos por la parte periférica en cada caso de un anillo de
estanqueidad 19.

Desde la cara de un elemento de insercion 3, que estd dirigida en cada caso hacia la base 6, un dnima de separacién
7 sobresale en direccion hacia la base 6. El anima de separacién 7 esta situada entre el orificio de alimentacién 4 y el
orificio de retorno 5 y se extiende, como puede observarse a partir de la Fig. 3, de modo transversal a través del hueco
2. Mediante el 4nima de separacién 7 se consigue que los nutrientes, introducidos a través del orificio de alimentacién
4, no puedan circular directamente hasta el orificio de retorno 3. Mediante el 4nima de separacién 7, son obligados a
circular, a través de todo el espacio 2’ para el cultivo de células y en tal caso inundar a las células 8 colocadas sobre el
fondo 6. Al mismo tiempo, el dnima de separacion 7 puede servir para el centrado o para la mds facil introduccién del
elemento de insercién 3 dentro del hueco 2.

En el caso de la forma de realizacion con el elemento de insercién 3, que se representa a la izquierda en la Fig.
2, el aporte de oxigeno a las células 8 se efectia conjuntamente con el aporte de nutrientes a través del orificio de
alimentacion 4. Si se eliminan los bases fijos 6 y éstos se reemplazan por una ldmina o membrana 9 permeable a
los gases, segtin la forma de realizacién representada de manera ampliada en su grosor, a la derecha en la Figura 2,
entonces puede efectuarse un aporte muy intenso y directo de oxigeno desde la cara inferior de la placa 1 para el
cultivo de células a través de la 1dmina permeable a los gases (véanse las flechas). Sobre la ldmina 9 permeable a los
gases, que se representa esencialmente mds gruesa en las Figuras por razones de claridad, se efectian el cultivo y el
tratamiento de las células 8.

La Fig. 4 muestra, en vez de un gran nimero de elementos de insercién 3 que se han de introducir en los huecos 2,
una placa de cubrimiento 10, que en la Fig. 1 se representa solamente con lineas de trazos de una manera enteramente
generalizada. En la placa de cubrimiento 10, dentro de los huecos correspondientes de esta placa de cubrimiento, se
introducen unas conexiones de alimentacién 4’ y unas conexiones de retorno 5’. Como puede observarse, las conexio-
nes de alimentacién 4’, en comparacién con las conexiones de retorno 5°, se extienden de una manera manifiestamente
mads profunda en los correspondientes huecos 2 o respectivamente en los espacios 2’ para el cultivo de células. Tal
como se puede observar adicionalmente, mediante esta medida técnica se consigue asimismo que no se efectiie ningu-
na circulacién en cortocircuito directamente desde una conduccién de alimentacién a una conduccién de retorno. En
vez de esto, las células 8 son mds bien inundadas por el medio nutritivo. En la Fig. 4 se representan una junto a otra
asimismo las dos variantes: con un fondo fijo 6 y con una ldmina o membrana 9 permeable a los gases.
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A la izquierda en la Fig. 4 se representa cémo la placa de cubrimiento 10 es unida mediante tornillos 11 con la
placa 1 para el cultivo de células. A la derecha se representa que en vez de, o adicionalmente a, una unién a través de
tornillos 11 se puede conseguir una hermetizaciéon mediante una disposicién de estanqueidad 12 situada entre la placa
de cubrimiento 10 y la placa 1 para el cultivo de células.

En la Fig. 5 se representa una estructuracion en dos partes de la placa de cubrimiento 10 con una cubierta superior
10a y una cubierta inferior 10b. Tal y como puede observarse, la cubierta superior 10a y la cubierta inferior 10b estan
unidas entre si de un modo ajustable en su distancia. Mediante unos resortes 13 colocados entremedias se consigue
una tension previa. La cubierta superior 10e estd asentada a través de unas dnimas 14 situadas junto a los bordes de
la placa 1 para el cultivo de células, de manera circundante sobre éstos. La cubierta inferior 10b esta provista de unos
huecos, a través de los cuales se hacen pasar unas conexiones de alimentacién 4’ y unas conexiones de retorno 5’ de
modo similar a la forma de realizacién de acuerdo con la Fig. 4. Las conexiones de alimentacién 4’ y las conexiones
de retorno 5°, de un modo correspondiente, se pueden también conducir hacia fuera a través de la cubierta superior
10a o bien por su cara superior o eventualmente también lateralmente junto a los bordes. Mediante los resortes 13 se
consigue una hermetizacion de los espacios para el cultivo de células, puesto que la cubierta inferior 10b se apoya de
un modo estanco sobre la cara superior de la placa 1 para el cultivo de células. Al mismo tiempo, se introducen de esta
manera también unos apéndices 15, que, por la cara inferior de la cubierta inferior 10b, sobresalen desde ésta hacia
abajo dentro de los huecos 2 para la formacién de unos espacios cerrados 2’ para el cultivo de células.

A partir de la Fig. 5 puede observarse también, en una representacioén con lineas de trazos, que toda la unidad, con
la placa 1 para el cultivo de células, se puede colocar en una cubeta 16. La placa 1 para el cultivo de células se asienta
en este caso de un modo periféricamente estanco sobre la cubeta 16. Entre las bases, formadas en este caso a base de
una ldmina o membrana 9, permeable a los gases, y el fondo de la cubeta se encuentra un espacio intermedio 17. Si
se introduce oxigeno en la cubeta 16, p.ej. a través de unos orificios 18, entonces se efectia un abastecimiento directo
muy intenso de oxigeno para las células 8 que estan situadas en los espacios 2’ para el cultivo de células, a través de
la ldmina o membrana 9.

Los orificios 18 pueden corresponderse preferiblemente con el tamafio de los huecos 2. El espacio intermedio 17
puede eventualmente suprimirse, asentdndose en este caso la placa 1 para el cultivo de células directamente sobre el
fondo de la cubeta 16 y pudiendo efectuarse un intercambio de gases mediante una ldmina o membrana 9, permeable
a los gases, a través del correspondiente orificio que corresponde al didmetro de los espacios 2’ para el cultivo de
células. Los orificios 18 practicados en la cubeta 16 hacen posible ademds un mejoramiento de la visién en el caso de
una observacién con microscopio de las células. Preferiblemente, para esto, el material de la placa de cubrimiento 10,
asf como también el de la cubeta 16, se fabrican a base de un material transparente, tal como p.ej. un policarbonato o
un poliéster.

Con el procedimiento de la invencion, a partir de una placa 1 para el cultivo de células, de por si conocida, se
forma una especie de biorreactor para el cultivo y/o el tratamiento de células. Mediante el aporte dindmico de un
medio nutritivo y de oxigeno es posible también en este caso un cultivo a largo plazo.

Una ventaja adicional de la invencion es la posibilidad de automatizaciéon de procesos que transcurren de una
manera rutinaria, tal como p.ej. en cualesquiera recipientes de cultivo abiertos por arriba.

Placas para el cultivo de células, de por si conocidas, de un tipo constructivo habitual, se pueden modificar de
una manera sencilla también para llevar a cabo el procedimiento conforme a la invencién. Asi, p.ej., de una manera
sencilla, se puede eliminar el fondo fijo 8, y sobre la cara inferior de la placa 1 para el cultivo de células se puede tensar
y sujetar una ldmina 9 permeable a los gases a través de los huecos 2, que ahora estdn abiertos por ambas caras. A
través de la ldmina 9 permeable a los gases se puede observar el desarrollo de las células 8 también en caso necesario,
para lo cual la l1dmina 9 ha de ser transparente.

Por el hecho de que las células 8 crecen o estdn dispuestas de una manera muy definida como una capa con una
extension bidimensional dentro de los espacios 2’ para el cultivo de células, toda la placa 1 de cultivo de células,
en caso necesario, también puede ser congelada, cuando se quieran transportar las células o almacenarlas hasta su
utilizacion.

Por regla general, para el procedimiento de cultivo se reestructuraran la totalidad o una gran parte de los huecos 2
de una placa para el cultivo de células, para dar unos espacios 2’ para el cultivo de células. En caso necesario, es evi-
dentemente posible proporcionar también s6lo espacios individuales 2’ para el cultivo de células con unos elementos
de insercién 3 a su vez individuales, puesto que los elementos de insercién 3 se pueden introducir también por sf solos.
Los elementos de insercioén 3 pueden ser alimentados o vaciados respectivamente también individualmente en el caso
de unidades de cultivo individuales.

Es esencial en cada caso que se procure un abastecimiento suficiente con oxigeno a las células 8 con el fin de poder
llevar a cabo también un procedimiento de cultivo de células que dure mds largo tiempo, en particular para células
“exigentes”. A causa de la forma de realizacion de las placas 1 para el cultivo de células, en particular de los huecos
2, hasta ahora no eran posibles ni un cultivo ni un tratamiento de células en la forma conforme a la invencién.
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En la Fig. 6 se representan, en una vista desde arriba, la alimentacidén y la retirada de nutrientes y eventualmente
de oxigeno a y desde los espacios 2 para el cultivo de células. Como puede observarse, en este caso estd prevista
una conexién de alimentacién 20 comun, desde la cual, a través de varias conducciones laterales 21, los espacios
individuales 2 para el cultivo de células se abastecen con medio nutritivo y eventualmente también con oxigeno. A
continuacidn, a través de conducciones laterales individuales 22, sigue la retirada conjunta a través de una conduccién
de salida 23.

A través de la conexion de alimentacién 20 comun y de la conexién de salida 23 comun se puede utilizar el
dispositivo p.ej. en forma de un denominado puerto de carga (en inglés “docking station”), que se conecta con un
puesto central, eventualmente comuin con otros dispositivos. De esta manera se pueden proporcionar unas muy grandes
existencias de incubacion o respectivamente unos muy grandes dispositivos de cultivo.

La alimentacién en comun y la retirada en comtn con las conducciones laterales 21 y 22 se pueden efectuar p.ej.
con las correspondientes conducciones, rebajes o canales situadas/os en la placa de cubrimiento 10, desde dénde,
entonces, a través de unas conducciones laterales individuales 21 son abastecidos en cada caso individualmente los
espacios 2 para el cultivo de células. En unién con la cubeta 16 se puede proporcionar de esta manera una especie de
estructura de casete. En caso necesario se pueden disponer unas sobre otras también varias unidades. Esto es posible
p-¢j. mediante el recurso de que se disponen unas sobre otras varias placas 1 para el cultivo de células, pudiendo efec-
tuarse el abastecimiento del medio nutritivo y del oxigeno a través de unas placas de cubierta 10 situadas entremedias,
que estan provistas de una manera correspondiente, p.ej. en cada caso en su cara superior y en su cara inferior, de unas
conexiones de alimentacién 21 comunes, de unas conducciones laterales 21 y 22, y de unas conducciones de salida 23
comunes.

Dependiendo del tamafio de los espacios 2 para el cultivo de células y de su nimero, puede ser eventualmente
necesario que sean previstas varias placas de cubierta 10 con unas conexiones de alimentacién 20, unas conducciones
laterales 21 y 22 y unas conexiones de salida 23 dispuestas dentro de ellas, las cuales, por motivos de ocupacion de
espacio, estan provistas de unas conducciones laterales 21 y 22 dispuestas desfasadas, para que puedan ser abastecidos
todos los espacios 2 para el cultivo de células.

De manera adicional y alternativa, también las placas 1 para el cultivo de células, propiamente dichas, pueden
ser provistas en cada caso de unas conexiones de alimentacién 20 comunes, de unas conducciones laterales 21 y 22
y de unas conducciones de salida 23 comunes, para poder alcanzar a cada uno de los espacios 2 para el cultivo de
células. Para esto, p.ej. una placa 1 para el cultivo de células se puede subdividir en el centro, y en la zona del plano
de separacion se pueden incorporar los canales de circulacién. En cualquier caso, deberia proporcionarse sin embargo
una gufa con canales, por medio de la cual se garantice un abastecimiento uniforme de todos los espacios 2 para el
cultivo de células.

La lamina o membrana 9 puede ser también en caso necesario microporosa, lo cual tiene la ventaja de que un
medio nutritivo se puede introducir no solamente desde arriba, sino también adicional o alternativamente también
desde abajo, en los espacios 2’ para el cultivo de células.

En la Fig. 7 se representa una forma de realizacién muy ventajosa, pudiendo presurizarse los espacios 2’ para el
cultivo de células. Con esta finalidad, la placa 1 para el cultivo de células estd cerrada por su cara superior mediante
una mandril 24 estanco a la presién y por la cara inferior mediante un recipiente 25 estanco a la presién. Los huecos
2 situados en la cara superior de la placa 1 para el cultivo de células, estdn cerrados con una ldmina flexible 26, que
en caso necesario puede ser también permeable a los gases o microporosa, con el fin de conseguir desde esta cara un
abastecimiento con oxigeno/aire y/o con un medio nutritivo de las células 8 que se encuentran dentro de los espacios
2’ para el cultivo de células. Por la cara inferior, los espacios 2’ para el cultivo de células estdn cerrados también por
medio de la membrana 9, la cual es permeable a los gases o microporosa.

Mediante las conexiones de presiéon 27, no representadas con mayor detalle, a través de unas correspondientes
fuentes de presidn, un espacio 28 entre el mandril 24 y la ldmina 26 y un espacio 29 entre la membrana 9 y el fondo del
recipiente 25 se pueden poner bajo sobrepresion o depresion. La regulacion de las condiciones de presion es en tal caso
arbitraria. Esto significa que se puede ejercer presion de una manera alternativa desde arriba o desde abajo o también
al mismo tiempo sobre los espacios 2’ para el cultivo de células. Para esto, la 1dmina 26 y la membrana 9 se deforman
de modo correspondiente (véase la representacién con lineas de trazos). De esta manera las células 8 son movidas
mecédnicamente de un modo correspondiente, lo cual posee p.ej. considerables ventajas para la produccién de tejidos,
tales como p.ej. huesos, cartilagos, musculatura y similares, puesto que se pueden simular mediante dilataciones en el
sentido de acondicionamientos o bien un entrenamiento. Adicionalmente en los espacios 2’ para el cultivo de células
se pueden generar unas cargas de presion ritmicas o intermitentes. Por medio de estas medidas técnicas se pueden
simular mejor las condiciones “in vivo™.

Mediante la utilizacién de la 1amina 26 los espacios 2’ para el cultivo de células son accesibles en caso necesario
también a procesos de pipeteo.

En lugar de por medio de una sencilla 1dmina 26, los huecos 2 pueden ser cubiertos también mediante una mem-
brana de material sintético a modo de diafragma.
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En lugar de cargas de presién, o también adicionalmente, se pueden aplicar a las células 8 corrientes eléctricas.
De esta manera se pueden provocar dilataciones p.ej. también a través de campos electromagnéticos, lo cual es ven-
tajoso p.ej. para las células del miocardio (musculo cardiaco), células del SNC [= sistema nervioso central] (células
neuronales). De esta manera se pueden ensayar p.ej. medicamentos que aceleren o reduzcan la frecuencia cardiaca,
para lo cual las corrientes eléctricas estimulan eléctricamente a las células del miocardio. De esta manera se llega a
interacciones entre un sistema técnico y un sistema bioldgico.

Los sistemas para el cultivo de células precedentemente descritos pueden ser combinados entre si, en caso nece-
sario también en forma de un biorreactor o respectivamente en un sistema en emparedado (del inglés sandwich). Para
esto solamente es necesario prever, en lugar de una cubeta 16 o del recipiente 25, un fondo intermedio correspon-
dientemente estructurado, de manera tal que - como se sefiala con lineas de trazos en la Fig. 7 - una unidad adicional
30 se conecta por debajo del recipiente 25 o respectivamente por debajo de un correspondiente fondo intermedio.
En este caso, varias de tales unidades pueden ser dispuestas unas sobre otras. El biorreactor resultante de este modo
puede estar constituido en este caso en una forma escalonada o también de un modo simétrico, conectandose con la
unidad descrita en la Fig. 7 de modo simétrico una unidad adicional. En este caso el espacio 29 sirve para el aporte
de aire/oxigeno y/o de un medio nutritivo tanto para la placa 1 para el cultivo de células como también para la placa
para el cultivo de células (no representada) que se encuentra en la unidad 30. Evidentemente, en caso necesario son
posibles también unas conducciones de alimentacién y de salida dispuestas por separado.

En vez de células simples 8 en los espacios 2’ para el cultivo de células, se pueden cultivar evidentemente también
cultivos de multiples capas.

Como una de las diferencias esenciales con respecto al estado de la técnica, hay que retener que en el caso del
presente sistema para el cultivo de células se trata de procesos dindmicos, que pueden transcurrir de un modo continuo
o intermitente, y no s6lo de un cultivo estitico de células, que después de la aplicacién ya no pueden ser tratados
ulteriormente.

Fundamentalmente, en el caso del presente sistema se presentan tres procedimientos con los correspondientes
dispositivos:

1. En el caso mds sencillo estdn presentes unos bases cerrados, y el abastecimiento de los espacios 2’ para
el cultivo de células se efectia desde arriba a través de los orificios o huecos 2 con unos correspondientes
orificios de alimentacidn 4 y orificios de retorno 5.

2. Una forma de realizacion de las placas 1 para el cultivo de células con una membrana 9 permeable a los
gases o microporosa en la cara inferior y unos huecos cerrados 2 en la cara superior, con o sin orificios de
alimentacion 4 y orificios de retorno 5.

3. Unas ldminas eldsticas tanto en la cara superior como también en la cara inferior de la placa 1 para el
cultivo de células, las cuales pueden ser permeables a los gases o microporosas y que son presurizadas. La
membrana 9 permeable a los gases o microporosa situada en la cara inferior, puede estar formada por un
gran nimero de membranas individuales, que cubren en cada caso por la cara inferior a los espacios 2’ para
el cultivo de células. En general, sin embargo, se utilizard una ldmina, que cubre correspondientemente a la
totalidad de la cara inferior de la placa 1 para el cultivo de células, tal como se representa en la Fig. 7.

Conforme al invencion, se pueden tratar ahora por fin unos complejos sistemas para el cultivo de células, que
plantean unos requisitos correspondientemente mds altos al microentorno. En tal caso en los huecos 2 de la placa 1
para el cultivo de células se puede definir también una estructura tridimensional (3 D) con una extensién bidimensional,
que corresponde “in vivo” a la distancia desde un capilar hasta el siguiente capilar. Esta seccion tisular bioartificial
sirve para el establecimiento de unas condiciones de cultivo tipicas de drganos en un espacio pequefiisimo y hace
posible por consiguiente también hacer accesibles al escrutinio con alto caudal de tratamiento (en inglés high output
screening) a sistemas mas complejos de cultivo concomitante mediante la utilizacién de diferentes tipos de células y
de una matriz extracelular.

Fundamentalmente, en el caso del procedimiento conforme a la invencion se presenta un sistema para cultivo en
capa fina, que de una manera ventajosa es oxigenado desde abajo y que corresponde a la densidad fisioldgica de las
células, y ciertamente a la distancia desde un capilar sanguineo en el organismo hasta el siguiente capilar sanguineo.

Una de las ventajas principales del presente invencion se encuentra en la miniaturizacién con unas unidades lo mas
pequeiias posibles en un espacio estrecho. De esta manera se necesitan para un procedimiento de cultivo también unas
pocas células, que entonces pueden reproducirse correspondientemente durante el procedimiento.

Uno de los sectores principales de empleo del procedimiento conforme al invencidn es por lo tanto la investigacion
de los efectos de productos quimicos y productos farmacéuticos sobre células, en particular sobre células humanas.
De esta manera, se pueden reemplazar por lo menos en parte unos ensayos con animales, que se han de realizar de un
modo muy costoso y caro.
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Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante tinicamente es para comodidad del lector. Dicha lista no forma
parte del documento de patente Europea. Aunque se ha tenido gran cuidado en la recopilacion de las referencias, no
se pueden excluir errores u omisiones y la EPO rechaza toda responsabilidad a este respecto.
Documentos de patentes citados en la descripcion

e DE 19935643 A1 [0002]

e WO 9733179 A [0003]

¢ US5707869 A [0004]

e US 5462874 A [0005]

e DE 295519602 [0006]

e GB 2269391 A [0007]

¢ DE 19719751 A1 [0008]
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el cultivo y/o para el tratamiento automatizado de células para finalidades de diagndstico por
medio de un dispositivo, que se basa en una placa (1) para el cultivo de células, que tiene un gran nimero de huecos
(2), que estdn abiertos por la cara superior de la placa para el cultivo de células (1), y estdn cerrados por su base (6),
en los cuales se disponen las células (8), caracterizado porque

los nutrientes fluyen de un modo continuo o discontinuo con o sin oxigeno por los mencionados huecos (2) que
actiian como espacios (2’) para el cultivo de células y que contienen las células (8), y que son conducidas a través de
ellos.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque el oxigeno es introducido en los huecos
(2) por medio de un dispositivo permeable a los gases a través de sus bases (6) en forma de una membrana o lamina
(9) permeable a los gases.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque los nutrientes son introducidos
en los huecos (2), a través de una estructura microporosa de sus bases (6) en forma de una membrana o ldmina
microporosa (9).

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la placa (1) para el cultivo
de células esta cubierta por una placa de cubrimiento (10).

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque la placa (1) para el cultivo
de células se introduce en una cubeta (16) con orificios (18) para el aporte de oxigeno.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque en por lo menos una parte
de los huecos (2) de la placa (1) para el cultivo de células se pueden introducir unos elementos de insercion (3), que en
cada caso estdn provistos de orificios de alimentacion (4) y de orificios de retorno (5), a través de los cuales se pueden
introducir y desechar los nutrientes y el oxigeno.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque los elementos de insercion (3) estin
provistos, en cada caso en sus caras dirigidas hacia sus bases (6), de un dnima de separacién (7) entre los orificios de
alimentacion (4) y los orificios de retorno (5), de manera tal que los nutrientes introducidos a través del orificio de
alimentacion (4) no puedan circular directamente hacia el orificio de retorno (5) y son desechados.

8. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la placa (1) para el cultivo
de células estd cubierta con una placa de cubrimiento (10), que tiene unas conexiones de alimentacién (4’) y unas
conexiones de retorno (5°), las cuales penetran dentro de los huecos (2) y a través de las cuales se pueden introducir y
retirar los nutrientes y el oxigeno.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado porque las conexiones de alimentacién (4”)
penetran mds profundamente en los huecos (2) que las conexiones de retorno (5°), de manera tal que los nutrientes
introducidos a través de las conexiones de alimentacion (4’) no pueden circular directamente hacia las conexiones de
retorno (5°) y son desechados.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8 6 9, caracterizado porque la placa de cubrimiento (10) esta
estructurada de dos partes, con una cubierta superior (10a) y una cubierta inferior (10b), estando las dos cubiertas (10a,
10b) unidas entre si eldsticamente o de forma movible una con respecto a la otra.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado porque la cubierta inferior (10b) esta pro-
vista de unos apéndices (15), los cuales penetran por lo menos en una parte de los huecos (2) y a través de los cuales
son hechas pasar las conexiones de alimentacion (4’) y las conexiones de retorno (5’), las cuales a su vez estdn guiadas
a través de la cubierta superior (10a).

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, caracterizado porque la unidad, que se compone de una
placa (1) para el cultivo de células, que tiene un dispositivo permeable a los gases en su base (6) en forma de una
membrana o ldmina (9) permeable a los gases, de una cubierta superior (10a), de una cubierta inferior (10b) y de unos
apéndices (15), estd colocada en una cubeta (16), asentdndose la placa (1) para el cultivo de células circunferencial-
mente de modo estanco sobre la cubeta, y siendo conducido el oxigeno a través de los huecos (18) dentro de la cubeta
a través de la membrana o ldmina permeable a los gases (9) dentro de los espacios (2°) para el cultivo de células.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12, caracterizado porque entre la cubeta (16) y la placa (1)
para el cultivo de células se encuentra un espacio intermedio (17).

14. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-13, caracterizado porque la alimentacién y la
retirada de nutrientes con o sin oxigeno a o desde los espacios individuales (2”) para el cultivo de células, se efecttia a
través de una conexion de alimentacion (20) comtn, de una conexion de salida (23) comun, asi como de conducciones
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individuales laterales (21), que se derivan de la conexién de alimentacion, y de conducciones individuales laterales
(22), que se derivan de la conexién de salida, y en cada caso desembocan en los espacios individuales para el cultivo
de células.

15. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 14, caracterizado porque las conexiones (20, 21, 22, 23) se
efectian a través de unas conducciones, unos rebajes o unos canales existentes en la placa de cubrimiento (10).

16. Procedimiento para el cultivo o el tratamiento automatizado de células para finalidades de diagnéstico, mediante
un dispositivo que se basa en una placa (1) para el cultivo de células, que tiene un gran nimero de huecos (2) que estan
abiertos por la cara superior de la placa (1) de cultivo y estdn cerrados por sus bases (6), los cuales actian como
espacios (2’) para el cultivo de células, y en los cuales se recogen las células (8), caracterizado porque los espacios
(2’) para el cultivo de células son presurizados a través de unas conexiones de presién (27).

17. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 16, caracterizado porque la presion conferida a los espacios
(2’) para el cultivo de células viene mediada por la presurizacién de los espacios intermedios (28, 29) situados por
encima y por debajo de la placa (1) para el cultivo de células, a través de una membrana o ldmina (9) eldstica, que
sirve como fondo (6), y de una membrana o ldmina eléstica (26), con la cual el hueco (2) estd cubierto por su parte
superior.

18. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17, caracterizado porque la membrana o lamina (9) es per-
meable a los gases o0 microporosa.

19. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17 6 18, caracterizado porque la membrana o lamina (26) es
permeable a los gases o microporosa.

20. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 18 6 19, caracterizado porque los nutrientes con o sin oxigeno
circulan de una manera continua o discontinua a través de los mencionados huecos (2), que actian como espacios (2°)
para el cultivo de células y que contienen a las células (8), y que son conducidas a través de dichos huecos.

21. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 16-20, caracterizado porque en los espacios (2°)
para el cultivo de células se generan unas cargas de presion ritmicas o intermitentes, de manera tal que las células (8)
pueden ser movidas mecdnicamente del modo correspondiente.
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