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Schreiben des Anmelders

CELLabrate Ltd., Kidlington, Oxfordshire, United Kingdom
5 Sehr geehrte Frau Organa,

[001] Unser Unternehmen konzipiert und produziert Vorrichtungen, die fiir die Anzucht
3 Vil < von Zellen im Labor verwendet werden. Wir reisen gerade nach Japan zu einem Treffen

mit einem potenziellen Kunden, der an unserer Technologie interessiert ist. Bevor wir

10 ihn treffen, wirden wir gerne unsere Ideen mit einer Patentanmeldung schiitzen. Leider
werden wir uns alle wéhrend der ndchsten 12 Stunden auf dem Flug nach Japan
befinden und kénnen daher keine Fragen beantworten. Ich habe Ihnen deshalb alle
Informationen beigefiigt, die Sie bendtigen, um die Anmeldung abzufassen und heute
einzureichen. Aulerdem habe ich zwei Dokumente beigelegt (D1 und D2), die lhnen fiir

15 das Verstéandnis des Hintergrunds unserer Erfindung hilfreich sein kénnen. Bitte
beachten Sie, dass wir gemaR unserer Unternehmenspolitik keine zusatzlichen
Anspruchsgebiihren entrichten werden.

[002] Um Zellen erfolgreich in Kultur, d. h. im Labor, zu ziichten, miissen die Zellen mit
20  allem Wesentlichen versorgt werden, was fiir Wachstum und Atmung erforderlich ist.

Aus Tieren oder Menschen gewonnene Zellen werden normalerweise in einem

Flussigmedium geziichtet, das alle erforderlichen Néhrstoffe enthilt. Die Zellen werden

nprmgluemelsg,_unter kontrollierten Bedingungen geziichtet, zu denen der pH-Wert, die
Temperatur und der Austausch von Gasen wie Sauerstoff (O,) und Kohlendioxid (CO2)

25 mit der Umgebung gehdren. Zellkulturvorrichtungen werden iiblicherweise in einem
Inkubator aufbewahrt, in dem Sauerstoff mit einer Konzentration von rund 20 %
bereitgestellt wird, um sicherzustellen, dass die Zellen geniigend Sauerstoff fiir ein

adaquates Wachstum erhalten.
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[003] In herkdmmlichen Zellkulturvorrichtungen wie Multi-Well-Platten (siehe D1) erfolgt |

die Bereitstellung von Sauerstoff aus dem Raum im Behaiter (iber der Oberflache des
Zellkulturmediums, der als Kopfraum bezeichnet wird. Damit ist die Oberflache fiir den >
Gasaustausch begrenzt, was zu niedrigen Zellwachstumsraten fithren kann. Auch kann
es innerhalb der ersten ein bis zwei Stunden zu einem starken anfénglichen Absinken
des pH-Werts kommen, der dadurch verursacht wird, dass sich Kohlendioxid aus dem
Kopfraum im Medium Iést. Dieses Absinken des pH-Werts kann die Zellwachstumsrate .
negativ beeinflussen. -

[004] Die Erfindung Uberwindet diese Nachteile, indem eine Vorrichtung zur Kultivierung
von Zellen bereitgestellt wird, die eine erste und eine zweite gasdurchlédssige Membran
umfasst. Die gasdurchlassigen Membranen sind von einem Rahmen gehalten, so dass
eine Zellkulturkammer zwischen den beiden gegeniiberliegenden Membranen und dem
Rahmen gebildet wird. Der Begriff "gasdurchlassig” bedeutet, dass die Membran Poren

enthalt, durch die Gase dringen kénnen. Die Verwendung einer gasdurchléssigen g ""\M

Membran ermdglicht einen erhdhten Austausch von Gasen; insbesondere CO, und O,.
Ziel der Erfindung ist es
Zellwachstumsrate zu steigern.

3, den Austausch von Gasen zu erhthen und somit die -

[005] Um zu verhindern, dass das Zellkulturmedium aus der Vorrichtung ausléuft, ist es
w&;mch, ass die gasdurchlassigen Membranen fliissigkeitsundurchléssig sind. Aus !
demselben Grund@@die Membranen mittels einer auslaufsicheren Abdichtung an
dem Rahmen der Vorrichtung befestigt sein. Wir haben es flir yg_rjgi[@ﬁ befunden, eine
gasdurchlassige und flissigkeitsundurchléssige Membran zu \}erwenden, die optisch
transparent ist, was die Beobachtung der Zellen ermdglicht: Es werden im Handel viele

verschiedene Arten von Membranen angeboten, die verwendet werden kénnen, z. B.

D@:
ML’ ol

Membranen, die Polymere wie Polyethylen, Polycarbonat, Polypropylen oder ein Silikon- ég,

Copolymer umfassen. Die Wahl des Polymers héngt ab von der Art der zu zlichtenden
Zelle, der Rate des Gastransfers und der optischen Transparenz.
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[006] Wir haben festgestellt, dass gasdurchldssige Membranen, die Polyethylen
enthalten, eine sehr gute Kombination von Merkmalen fiir die Zellkultur aufweisen. Wir
haben weiter festgestellt, dass bei normalem Atmospharendruck (=10° Pa) und bei

37 °C Membranen mit einer Gasdurchldssigkeitsrate von 1 x 107 bis 3 x 10 m%/(s-Pa)
fiir Oz und von 6 x 107 bis 7 x 107 m%(s-Pa) fiir CO, zu ausgezeichneten"
Zellwachstumsraten fiihren. Membranen, die in diese Bereiche der Gasdurchléssigkeit
fallen, sind wohlbekannt und am Markt erhéltlich. =\ v dad @%Jf’m»é‘éw ol
[007] Zelien einer bestimmten Art, die als adhdrente Zellen bezeichnet werden, miissen
an einer Oberflache anhaften, damit sie wachsen kdnnen. Deshalb wiinschen manche
Kunden, dass wir die Innenflache einer \Zder bBeider gasdurchIaSSIQen Membranen mit
einem Stoff beschichten, der die Zelladhéasion erleichtert. Am Markt sind zu diesem
Zweck verschiedene Arten von Beschichtungsmitteln erhéltlich, die Molekiile wie

S

Gelatine, Kollagen und Fibronektin umfassen. \

[008] Wir haben verschiedene Mdglichkeiten zur Verwendung gasdurchlassiger
Membranen in Vorrichtungen fiir Zellkulturen ausprobiert. Unser wirtschaftlich
vielversprechendster Ansatz besteht in einer Vorrichtung geméR Fig. 1a -1c.
Fig. 1a zeigt eine Aufsicht auf die Zellkulturvorrichtung.
Fig. 1b zeigt eine Seitenansicht der Zellkulturvorrichtung.
Fig. 1c zeigt einen Schnitt durch die Zellkulturvorrichtung entlang dem in Fig.1a
gezeichneten Querschnitt A-A.
Die Vorrichtung hat eine erste gasdurchldssige Membran 2a und eine zweite
gasdurchléssige Membran 2b, die so von einem Rahmen 1 gehalten werden, dass eine
Zellkulturkammer 4 zwischen den beiden gegenliberliegenden Membranen 2a, 2b und
dem Rahmen 1 gebildet wird. Die Verwendung von zwei gasdurchléssigen
Membranen 2a, 2b an gegeniiberliegenden Seiten des Rahmens vergréRert die

] e fiir den Gasaustausch zwischen der Kultur und dem Inkubator zur

Aussparung 3a, 3b im Rahmen 1, durch die Stoffe i in die Kulturkammer eingebracht oder

aus ihr entnommen werden kénnen.
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[009] Es ist uns gelungen, diese Vorrichtung in einer Vielzahl von Formen und GréRen
herzustellen, um den Bediirfnissen unserer Kunden zu entsprechen. Wir haben jedoch
festgestellt, dass mit einem durchschnittlichen Abstand zwischen den Membranen von
rund 1 mm bis 5 mm die optimale Menge Raum fiir das Zellwachstum und zugleich fir -

ausreichenden Gaskontakt bereitgestellt wird.

[010] Der Rahme@/rpaus jedem Material bestehen, das den erforderlichen

strukturellen Zusammenhalt besitzt, um die Vorrichtung relativ starr zu machen, und das

fir den Kontakt mit den Zellen geeignet ist. Zum Beispiel kann der Rahmen aus einer
biokompatiblen Zusammensetzung bestehen, die einen geeigneten Kunststoff oder A
thermoplastischen Stoff umfasst. Die Abmessungen des Rahmens hdngen zumindest
teilweise von der Art des verwendeten Materials ab. Wir fertigen die Vorrichtung
Ublicherweise in rechteckiger Form an, sodass sie leicht von einem standardisierten -
Probenhalter fiir ein Mikroskop festgehaiten werden kann. Aus demselben Grund sind

die meisten unserer Vorrichtungen rund 10 cm bis 15 cm lang, rund 7 cm bis 9 cm breit

und rund 0,2 cm bis 2 cm hoch, wobei die Membranen jeweils eine Dicke von 0,05 mm

bis 0,15 mm haben.

[011] Die Verwendung von zwei Membranen 2a, 2b und einem Rahmen 1 zur Bildung
der Zellkulturkammer 4 hat den Nachteil, dass das Fliissigmedium und die Zellen nicht
eingebracht oder entnommen werden konnen indem einfach wie in D1 beschr:ﬂeben der
Deckel gedfinet wird. Deshalb ist e@h dass die Zellkulturvorrichtung eine dicht

RO RV O OO

wiederverschlieRbare Offnung aufweist. Zwei alternative L&sungen zur Bereitstellung

einer dicht wiederverschlieRbaren Offnung sind méglich: entweder umfasst der Rahmen &
mindestens eine dicht wiederverschlieRbare Aussparung 3a, 3b wie oben beschrieben, |
oder mindestens eine Membran 2a, 2b ist eine dicht wiederverschlieRbare Membran wie
in D2 beschrieben. Folglich umfasst zur Ausfiihrung der Erfindung der Rahmen der A
Zellkulturvorrichtung mindestens eine dicht wiederverschlieRbare Aussparung 3a, 3b
oder/und mindestens eine der Membranen 2a, 2b ist dicht wiederverschlieRbar am

Rahmen 1 befestigt.
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[012] Erste Ausfiihrungsform: Die dicht wiederverschlieBbare Aussparungen 3a, 3b é_/flf
ermoglichen es dem Benutzer, Flissigmedium und Zellen in die Vorrichtung

einzubringen und sie nach Abschluss des Zellkulturprozesses zu entnehmen. Damit die
Vorrichtung auslaufsicher ist, muss die Aussparung 3a, 3b dicht wiederverschlieRbar

sein, sodass sie nach dem Offnen wieder komplett verschlossen werden kann. Wir

bevorzugen die Verwendung einer Dichtung; diese ist eine Art mechanischer A
Verschiuss. Wenn die Spitze einer Nadel in die Dichtung gesteckt wird, liegt die

Dichtung um die Spitze herum an, sodass sie einen auslaufsicheren Verschluss bildet,

und verschlief3t sich nach dem Herausziehen der Spitze wieder. Ig_galewglse besteht A
die Dichtung aus einem elastomeren Material, das leicht verformbarT;’E und dann wieder
zurtickspringt. Das elastomere Material kann natirlich sein, z. B. Naturkautschuk, oder

kiinstlich, z. B. Silikonkautschuk oder Fluorcarbonkautschuk.

[013] Die Aussparung 3a, 3b ist auch ein potenzielles Einfallstor fir die Infizierung der -
Zellkultur durch Mikroben aus der Umgebung. Wir haben es deshalb fiir vortgﬂ[;aft AL
erachtet, eine Dichtung zu verwenden, die ein elastomeres Material zusan:lmen mit

einem darin eingebundenen antimikrobiellen Wirkstoff enthalt. Am Markt sind viele
verschiedene antimikrobielle Wirkstoffe erhaltlich, die verwendet werden kénnen, wie

beispielsweise Triclosan oder Chlorxylenol.

[014] Es ist nUtzlich, wenn der Rahmen zwei oder mehr Aussparungen 3a, 3b aufweist, 4
denn so kann der Benutzer durch die eine Aussparung 3a Stoffe in die Kulturkammer -
einbringen (wie etwa frisches Medium), wahrend andere Stoffe: (wie Luft oder

RN AT O

verbrauchtes Medium) durch die andere Aussparung 3b entnommen werden. Die

meisten unserer Kunden verwenden fiir den Zugang zur Zellkulturkammer eine Nadel

und Spritze in Standardgrof3e. Deshalb ist es ygﬂgi@ﬂ, wenn jede Aussparung einen A
Durchmesser hat, im Allgemeinen von 1 mm bis 2 mm, der grof3 genug ist, dass eine
Standardnadel hindurchpasst. Vortellhaft Et es auch, wenn der Rahmen so dick und der A
Durchmesser der einen oder mehreren Aussparungen so begrenzt ist, dass die

Nadelspitze nicht mit einer der beiden Membranen in Kontakt kommen und sie

durchstechen kann.
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[015] Wenn eine Aussparung 3a, 3b im Rahmen 1 als dicht wiederverschlielbare
Offnung verwendet wird, ist es wesentlich, dass beide Membranen 2a, 2b so an den
Rahmen 1 gefligt werden, dass das Flussigmedium nicht entweichen kann. Die
Membranen kénnen mittels eines Klebstoffs, etwa eines Schmelzklebstoffs, am Rahmen

e,

angebracht werden. Wir ?sv\cw-zugen es jedoch, dass jede Membran durch -
Ultraschallschweilen am Rahmen befestigt wird, d. h. Membran und Rahmen werden
so miteinander verschmolzen, dass eine auslaufsichere Abdichtung zwischen Membran
und Rahmen entsteht er denken, dass diese Verfahren zur Herstellung der

i St A\M

Zellkulturvorrlchtuq mmerznell mteressgﬁﬁsem kénnten.

S 3 A ST T I S

[016] Zweite Ausfiihrungsform: Statt einer Aussparung im Rahmen kann alternativ eine

Membran 2b dicht wiederverschlieRbar sein, sodass die \ als gedffnet .
und wieder verschlossen werden kann. Dies ermdoglicht eine einfachere Entnahme von

Proben aus der Zellkuitur oder die Zugabe von Zellkultur-Flissigmedium. »

[017] Wird die dicht wiederverschlieRbare Offnung mittels einer dicht
wiederverschlieBbaren Membran 2b verwirklicht, missen andere Klebstoffe zur
Befestigung der dicht wiederverschlieRbaren Membran an den Rahmen verwendet
werden als bei der ersten Ausfiihrungsform. Fiir die zweite Ausflihrungsform ist es
wesentlich, dass der Klebstoff druckempfindlich ist, sodass die dicht
wiederverschlieBbare Membran, wenn sie auf den Rahmen zurlickgedriickt wird, eine
auslaufsichere Abdichtung bildet. Der druckempfindliche Klebstoff hinterldsst keine -
klebrigen Riicksténde, wenn die dicht wiederverschlieRbare Membran vom Rahmen
abgezogen wird, und erlaubt somit ein mehrmaliges Offnen und VerschlieRen der
Membran. Es werden im Handel viele verschiedene Arten von druckempfindlichen
Klebstoffen angeboten, und alle von uns getesteten haben ordnungsgeman funktioniert.

2019/A/DE/6
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[018] Dritte Ausflinrungsform: Die erste und die zweite Ausfiihrungsform kénnen auch ;W_..\‘
derart kombiniert werden, dass der Rahmen mindestens eine dicht wieder- &\ f “ f
verschlieRbare Aussparung 3a, 3b umfasst und eine Membran 2b mittels eines “}

s

druckempfindlichen Klebstoffs dicht wiederverschlieRbar am Rahmen 1 befestigt ist. . )g

Se
;1

[019] Die Verwendung von zwei gegeniiberliegenden Membranen 2a, 2b und einem ,y NVidke
Rahmen 1 zur Bildung der Zellkulturkammer 4 erlaubt nur die drei oben beschrlebenen flaend E §
Ausflihrungsformen. Fir die zweite und dritte Ausfiihrungsform ist es wesentlich, dass Cite foo

der Klebstoff druckempfindlich ist. Bei allen drei Ausfuhrungsformen lst es vorteilhaft, p

w,

dass die erste und die zweite Membran direkten Luftkontakt haben, um Gasaustausch /

A

ermoglichen. Dies kann durch ein Gestell verwirklicht werden das die Vorrichtung so
im Inkubator halten kann, dass es zwischen jeder Membran und dem Inkubator
genligend Raum fiir Luftzirkulation gibt.

[020] Wie oben erlautert, kann die Vorrichtung in einem Verfahren zur Zellkultivierung
verwendet werden. Ein typisches Verfahren zur Zellkultivierung in unserer Vorrichtung
beinhaltet die folgenden Schritte:
a) Suspendieren der zu kultivierenden Zellen in einer angemessenen Menge
eines Zellkulturmediums zur Bildung einer Zellsuspension, s 4
b) Einbringen der Zellsuspension in die Zellkulturvorrichtung,
c) Inkubieren der Zellkulturvorrichtung, die die Zellsuspension enthélt, unter
Bedingungen, die Zellwachstum ermdglichen.

[021] Wenn eine besonders hohe Zellwachstumsrate erforderlich ist, kann die

AR AR

e
Zellikulturkammer komplett mit Zellsuspension gefilllt sein, sodass es keinen Kopfraum  n/ .44
Verts verhindertwerden, das durch &<,

aufgeldstes CO2 aus dem Kopfraum verursacht wird. Wenn die Kulturkammer komplett

gibt, der Luft enthalt. So kann ein Absinken des pH-V

mit Suspension geflllt ist, kann die Vorrichtung auRerdem gekippt oder leicht geschiittelt

werden, ohne dass sich Schaum bildet; der das Zellwachstum beeintrachtigen kénnte. -

Mit freundlichen Griifden
Herr B. Kenobi

2019/A/DE/7
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Auszug aus einem Lehrbuch

[001] Als Zellkultur wird die Entnahme von Zellen aus ihrer natirlichen Umgebung und

ihre anschliefende Anzucht in einer kiinstlichen Umgebung bezeichnet. Geeignete

kiinstliche Umgebungen bestehen typischerweise aus einem Behélter, der ein

Zellkulturmedium enthélt, welches die fliir das Wachstum wesentlichen Néhrstoffe liefert.

Die Zellen benétigen auch verschiedene Gase, insbesondere Sauerstoff (O2) und

Kohlendioxid (CO5). Zellen werden bei einer angemessenen Temperatur und in einer

angemessenen Gasmischung in einem Zellinkubator geziichtet und aufbewahrt.

[002] Ein herkébmmlicher Behalter in Form einer Multi-Well-Platte ist in Fig. 1 gezeigt.
Die Platte 11 besteht aus einer flachen Oberflache, die eine Reihe von Kavitaten
(-Wells*) 12 umfasst, die fir das Zellkulturmedium und die Zellen vorgesehen sind.

Wahrend der Verwendung sind die Kavitaten von einem luftdichten Deckel 13 bedeckt,

der sicher befestigt ist und die Kavit&ten dicht verschlle[&t Platten sowie Deckel

o,

i
bestehe‘r\l&t_y_pfglgr;wels\%us einem starren, luftdichten Kunststoff wie Polystyrol Die

re—

e

Platten und Deckel sind auch OptlSCh transparentgf sodass die Beobachtung der Zellen

kénnen e’hand}ﬁ\ ein, um das Anhaften von adhérenten Zellen zu erméglichen, z. B.
durch Beschichtung der Oberflache mit einem Stoff wie Kollagen.

[003] Einzelne Kavitaten 12 missen moglicherweise mit Flissigmedium wiederaufgefiillt

wahrend der Kultur ermoglicht wird. Eine oder mehrere Oberflachen der Kavitaten %

werden, ohne das Zellwachstum in anderen Kavitdten zu stéren. Zu diesem Zweck kann

eine dicht wiederverschliel3bare Aussparung im Deckel oder in der Platte vorgesehen

werden, die den individuellen Zugang zu einzelnen Kavitaten gewahrt. Statt eines

starren Deckels kann eine gasdurchlédssige Membran verwendet werden. Eine solche

Membran ist am Markt unter dem Handelsnamen GasEasy™ erhaltlich. D o

2019/A/DE/9
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[004] Die optimalen Bedingungen fiir die Zellkultur unterscheiden sich fiir jede Art von
Zelle. Alle Verfahren zur Zellkultivierung beinhalten jedoch dieselben grundlegenden
Schritte, namilich:

a) Suspendieren der zu kultivierenden Zellen in einer angemessenen Menge

eines Zellkulturmediums zur Bildung einer Zellsuspension, Ms;m%
b) Einbringen der Zellsuspension in das ZellkulturgefaR, U Qfm&”‘" g
c) Inkubieren der Zellkulturvorrichtung, die die Zellsuspension enthalt, unter 0

Bedingungen, die Zellwachstum ermdglichen.
Bedingungen fiir das Zellwachstum, wie die angemessene Temperatur und der
angemessene Druck, sind im Stand der Technik wohlbekannt.

AL AT

Fig. 1
/LMQJ/“ - andi Mz
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Dokument D2
Produktinformation

[001] Die Abdichtfolie GasEasy™ sorgt auf einfache und effektive Weise dafiir, dass
Gase in Zellkulturen gelangen kénnen, und bildet zugleich eine Barriere gegen
Kontamination. GasEasy™ ist eine adhésive, gasdurchléssige und
flissigkeitsundurchlassige Membran, die zur Abdichtung der Offnungen eines -
Zellkulturbehélters verwendet werden kann. Die Folie hinterlésst keine klebrigen '
Riicksténde, wenn sie abgezogen wird, und erméglicht somit, dass die Offnung
mehrmals gedffnet und dicht wieder verschlossen werden kann.»

[002] GasEasy™-Folien erméglichen einen raschen, gleichférmigen Austausch von -
Sauerstoff und Kohlendioxid fir optimales Zellwachstum. Sie sind hochgradig
gasdurchléssig und weisen bei Atmospharendruck (10° Pa) und 37 °C eine
Gaspermeationsrate von rund 1,5 x 1078 m®/(s-Pa) fir O, und von rund

6 x 10™® m%(s-Pa) fiir CO; auf.

[003] GasEasy™ besteht aus einer Membran, die Polyethylen enthilt, das so
beschaffen ist, dass es in einem Bereich von Temperaturbedingungen stabil bleibt. Die
Folie kann auch leicht abgezogen und wieder platziert werden, was die einfache-
Entnahme von Proben aus der Zellkultur oder die Zugabe von Zellkulturmedium-
ermdglicht: Die Folie ist flexibel und vollkommen transparent. Weil die GasEasy™-
Membran flissigkeitsundurchlassig ist, verhindert sie auch das Verschiitten von
Zellkkulturmedium. »

[004] GasEasy™ eignet sich hervorragend fiir die auslaufsichere Abdichtung von Multi-
Well-Platten, wie in Fig. 1 gezeigt. Es reicht, die adhasive Folie oder Folien einfach iiber
die Oberflache der Platte zu legen und anzudrticken, sodass sie um den Rand jeder
Kavitat herum dicht abschlie3t. Um eine auslaufsichere Abdichtung sicherzustellen, ist
fester und gleichmaRiger Druck auszuiiben. Zu diesem Zweck kann ein Hartgummiroller
verwendet werden. Bei groRen Multi-Well-Platten kénnen mehrere Folien

nebeneinander angeordnet werden.

2019/A/DE/M1
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Fig. 1
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