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@Resumen: FIG 1
La presente invencién describe un sistema para el

cultivo de organoides que permite un cultivo multiple

simultaneo, el uso de equipamento de cultivo

estandar, asi como la monitorizacién en tiempo real

del crecimiento del organoide y de parametros fisico-

guimicos relevantes. Ademas, el sistema es modular

y totalmente esterilizable. La presente invencion

también describe un método para esterilizar un @ -
sistema de cultivo de organoides.
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DESCRIPCION

Sistema para el cultivo de organoides

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION
La presente invencion describe un sistema para el cultivo de organoides. Ademas, la

presente invencion describe también un método para esterilizar un sistema de cultivo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En el estado de la técnica se han descrito varios sistemas para el cultivo de
organoides, también conocidos como sistemas de cultivo tridimensional, en

contraposicion con el cultivo tradicional bidimensional en monocapa.

Qian, X. y otros describieron en un articulo cientifico en 2016 (Cell, 165, 1238-1254) el
desarrollo de un biorreactor giratorio miniaturizado para generar organoides
especificos del cerebro a partir de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs)
humanas. Estos organoides incorporaron caracteristicas clave del desarrollo cortical
humano, incluyendo la organizaciébn de la zona progenitora, la neurogénesis, la
expresion génica y una capa de células glia radiales externas especificas del ser
humano. El biorreactor se denomind SpinZ y encaja en una placa de cultivo de tejido
estandar de 12 pocillos, reduciendo drasticamente el consumo de medio y el espacio
en la incubadora. El biorreactor también disponia de una version apilable accionada
por un motor comun, lo que permitia comparar un gran numero de condiciones en
paralelo (para optimizar el protocolo) y reducir el espacio necesario en la incubadora.
Sin embargo, el sistema no es modular ni tampoco es un sistema totalmente
esterilizable. Ademas, SpinZ tampoco incorpora sensores que permitan medir en
tiempo real parametros importantes como pueden ser el crecimiento celular, pH,

concentracion de CO, y O,, temperatura.

Wilkinson y otros describieron en un articulo cientifico (Stem Cells Translational
Medicine (2017), 6, 622-633) un método escalable para la generacién de organoides
pulmonares humanos auto-ensamblados. La generacion de dichos organoides se
consiguid mediante la combinacién de microesferas de alginato funcionalizadas con
colageno y fibroblastos humanos en un biorreactor rotacional de vasos de alta relacion
de aspecto (HARV) de 4 ml. Ademas, los autores también ensefian que se puede

montar una camara GoPro en el HARV para caracterizar la cinética de la formacién de
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organoides. Sin embargo, dicha invencién no permite usar material de cultivo estandar,
ni tampoco cultivo simultaneo multiple. El sistema tampoco es modular, y aunque
permite caracterizar el crecimiento de organoides con la camara que incorpora, no
permite almacenar automaticamente esos datos ni tampoco monitorizar y almacenar
otros parametros fisico-quimicos de interés como pueden ser el pH, concentracién de

CO, y O, y la temperatura.

La solicitud de patente W02015/184273 Al ensefia un sistema de biorreactor para la
preparacion de un organoide cardiaco. El sistema del biorreactor incluye un primer
recipiente con un interior hueco y una parte superior abierta, ademas de una canula
con un lumen, un anillo poroso acoplado a la canula y un catéter de balon. Esta
invencion presenta un problema de aplicabilidad, puesto que el requisito de un catéter
de balén limita la produccién de organoides a un Unico tipo cardiaco. Ademas, no se
trata de un biorreactor modular ni tampoco permite un cultivo simultaneo de distintos
tejidos y/o distintas condiciones. Este biorreactor tampoco incorpora la posibilidad de
usar material de cultivo estandar. Ademas, tampoco permite monitorizar a tiempo real
el crecimiento del organoide ni monitorizar y almacenar los datos referidos a

parametros fisico-quimicos de interés del cultivo.

La solicitud de patente W02012/104437 Al ensefia un biorreactor para cultivo celular
sobre un sustrato tridimensional. Se compone de una camara de cultivo de forma
conica. El biorreactor se utiliza en la ingenieria de tejidos para la produccion de injertos
de tejidos, en particular un injerto éseo o de cartilago. Este biorreactor no permite el
cultivo multiple simultadneo ni tampoco el uso de material de cultivo estandar. Ademas,
el biorreactor de dicha invencién no permite tampoco monitorizar a tiempo real el
crecimiento del organoide ni monitorizar y almacenar los datos referidos a paradmetros

fisico-quimicos de interés.

A la vista de los documentos anteriormente citados, resulta evidente la necesidad de
un sistema para el cultivo de organoides que sea modular, esterilizable, que permita el
cultivo mdltiple simultdneo y que permita monitorizar a tiempo real el crecimiento
celular asi como también monitorizar y almacenar parametros fisico-quimicos
relevantes tales como el pH, concentracion de CO, y O, y la temperatura. En la
presente invencion se describe un sistema para el cultivo de organoides que incluye
las anteriores caracteristicas mejorando de forma significativa los sistemas existentes

en el estado de la técnica.
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RESUMEN DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe un sistema para el cultivo de organoides que
permite un cultivo multiple simultdneo (high-throughput), la reutilizacion de material y
equipamento de cultivo estandar, asi como la monitorizacion en tiempo real del
crecimiento del organoide y de parametros fisico-quimicos relevantes. Ademas, el

sistema es modular y se puede esterilizar un médulo independientemente de otro.

Un aspecto de la presente invencion trata de un sistema esterilizable para el cultivo de

organoides que comprende

un motor (8) que se acopla a unos primeros medios de transmision del movimiento
(11) proveniente de dicho motor (8) hacia unos segundos medios de transmision del
movimiento (6), estando dichos segundos medios de transmisién del movimiento (6)

acoplados a una cubierta (7);

un moédulo de cultivo (2) que comprende uno o mas pocillos (4), y una cubierta (5) que
comprende medios de agitacion interna (9) para cada pocillo (4), estando cada uno de
dichos medios de agitacion interna (9) configurado para acoplarse a los segundos

medios de transmisién de movimiento (6);

y un modulo controlador (3) comprende uno o mas medios de control y uno o mas

sensores;
caracterizado porque

dicho sistema esta adaptado para estar en una configuracion de

funcionamiento y una configuracion de reposo,

en donde en la configuraciéon de funcionamiento el motor (8) esta acoplado a
los primeros medios de transmision (11) y el mdédulo de cultivo (2) esta

acoplado al médulo controlador (3);

y en donde en la configuracién de reposo el mdodulo de cultivo (2) esta
desacoplado del mddulo controlador (3) y del motor (8), permitiendo la

separacion del médulo de cultivo (2) completo.
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Por tanto, en la presente invencion se describe un sistema que presenta numerosas
ventajas respecto a otros biorreactores para el cultivo de organoides descritos en el
estado de la técnica. El biorreactor de la presente invencién permite un cultivo
simultaneo multiple, lo que permite realizar experimentos con distintas condiciones en
paralelo. Ademas, la presente invencion comprende un sistema modular, por lo que
distintos médulos del sistema se pueden acoplar y desacoplar. Por lo tanto, en primer
lugar, se posibilita que el médulo de cultivo sea esterilizable en su totalidad, sin
necesidad de esterilizar por separado las partes del modulo de cultivo, siendo esto
muy conveniente para preservar la totalidad del cultivo estéril. Es decir, el modulo de
cultivo (2), compuesto por uno o mas pocillos (4), los medios de agitacion interna (9)
para cada pocillo (4), y opcionalmente los segundos medios de transmision de
movimiento (6) y los primeros medios de transmision del movimiento (11), se pueden

extraer conjuntamente, sin necesidad de desmontaje de sus componentes.

Ademads, en segundo lugar, se permite también que el médulo controlador comprenda
multiples sensores que permiten medir y almacenar pardmetros fisico-quimicos

relevantes para el cultivo de organoides.

La presente invencion también describe un método para la esterilizacion de un sistema

para el cultivo de organoides que comprende:

proporcionar un sistema como el que se define en cualquiera de las reivindicaciones
anteriores en una configuracién de reposo de manera que el motor (8) y el médulo

controlador (3) estan desacoplados del modulo de cultivo (2);
extraer el médulo de cultivo (2);

y someter el médulo de cultivo (2) a esterilizacion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe un sistema para el cultivo de organoides asi

como un método para la esterilizacion de un sistema para el cultivo de organoides.

En referencia a la Fig. 1, en una realizacion particular, la presente invencion trata de

un sistema esterilizable para el cultivo de organoides que comprende



10

15

20

25

30

ES 2746 033 Al

un motor (8) que se acopla a unos primeros medios de transmision del movimiento
(11) proveniente de dicho motor (8) hacia unos segundos medios de transmision del
movimiento (6) estando dichos segundos medios de transmision del movimiento (6)

acoplados a una cubierta (7);

un moédulo de cultivo (2) que comprende uno 0 mas pocillos (4), y una cubierta (5) que
comprende medios de agitacion interna (9) para cada pocillo (4), estando cada uno de
dichos medios de agitacion interna (9) configurado para acoplarse a los segundos

medios de transmisiéon de movimiento (6);

y un médulo controlador (3) comprende uno o0 mas medios de control y uno o mas

sensores;
caracterizado porque

dicho sistema esta adaptado para estar en una configuracion de

funcionamiento y una configuracion de reposo,

en donde en la configuraciéon de funcionamiento el motor (8) esta acoplado a
los primeros medios de transmision (11) y el mdédulo de cultivo (2) esta

acoplado al médulo controlador (3);

y en donde en la configuracién de reposo el mdodulo de cultivo (2) esta
desacoplado del mddulo controlador (3) y del motor (8), permitiendo la

separacion del médulo de cultivo (2) completo,

y en donde los primeros medios de transmision del movimiento (11) provenientes de
un motor (8) comprenden medios de acoplamiento mecanico (110), magnético (111),

neumatico y/o hidraulico.

En referencia a la Fig. 4, en una realizacién preferida, los primeros medios de
transmision del movimiento (11) provenientes de un motor (8) que comprenden medios
de acoplamiento magnético (111) comprenden imanes (1110) que permiten acoplar los
primeros medios de transmision del movimiento (11) a los segundos medios de

transmision del movimiento (6).

En referencia a la Fig. 6, en una realizacién particular, los medios de agitacion interna
(9) estan unidos a los segundos medios de transmision del movimiento (6) mediante

imanes (1110), de modo que los medios de agitacion interna (9) pueden ser
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esterilizados independientemente de los segundos medios de transmision del

movimiento (6).

En referencia a la Fig. 7, en otra realizacion, los primeros medios de transmision del
movimiento (11) provenientes de un motor (8) comprenden medios de acoplamiento
neumatico. En esta realizacion, el motor (8) se acopla a un compresor (12) y éste, a su
vez, a unos primeros medios de conexién (1120) que se acoplan a unos segundos
medios de conexidn con cierre para la esterilizacion (1121), que permiten acoplar los
primeros medios de transmision del movimiento (11) a los segundos medios de

transmision del movimiento (6).

En referencia a la Fig. 8, en otra realizacion, los primeros medios de transmision del
movimiento (11) provenientes de un motor (8) comprenden medios de acoplamiento
hidraulico. Esta realizacién comprende un depdsito de fluido hidraulico (13) acoplado a
una bomba hidraulica (14). Dicha bomba hidraulica esta acoplada también al motor (8)
el motor se acopla a un compresor (12) y éste, a su vez, a unos primeros medios de
conexioén (1120) que se acoplan a unos segundos medios de conexion con cierre para
la esterilizacién (1121), que permiten acoplar los primeros medios de transmision del

movimiento (11) a los segundos medios de transmisién del movimiento (6).

En otra realizacion preferida, los segundos medios de transmisién del movimiento (6)
comprenden medios mecanicos. Mas preferiblemente, estos segundos medios de

transmisién del movimiento (6) comprenden ruedas dentadas.

En referencia a la Fig. 9, en otra realizacion, el sistema esterilizable para el cultivo de
organoides comprende un motor (8) que se acopla a unos primeros medios de
transmisién del movimiento (11) proveniente de dicho motor (8) hacia unos segundos
medios de transmisién del movimiento (6) estando dichos segundos medios de

transmisién del movimiento (6) acoplados a una cubierta (7);

en donde dicha cubierta (7) comprende unos terceros medios de transmision del
movimiento (19) que se pueden acoplar a otra cubierta (7), de modo que el movimiento
del motor (8) se transmite a varios modulos de cultivo (2) que pueden ser acoplados

acordemente a varios modulos controladores (3).



10

15

20

25

30

ES 2746 033 Al

En una realizacién particular, los terceros medios de transmision del movimiento (19)
comprenden medios de acoplamiento mecénico (ver Fig. 9A), magnético, neumatico

(ver Fig. 9B) y/o hidraulico.

En una realizacién preferida, el motor (8) puede estar comprendido en el médulo
controlador (3), y desde el médulo controlador (3), dicho motor (8) se acopla a una
tapa (7) que comprende unos primeros medios de transmision del movimiento (11)
proveniente de dicho motor (8) hacia unos segundos medios de transmision del

movimiento (6).

En una realizacion preferida, los medios de agitacion interna (9) estan provistos de un

rotor.

En una realizacion particular, la tapa (7) comprende los primeros medios de

transmision del movimiento (11) proveniente del motor (8).

En otra realizacion particular, un contenedor (1) comprende el médulo de cultivo (2) y

el médulo controlador (3).

El sistema descrito en la presente invencion, en otra realizacion particular, comprende
los pocillos (4) dispuestos sobre un medio de soporte (10). El medio de soporte (10)
permite la manipulacién de forma solidaria de todos los pocillos usados para el cultivo
de organoides. Preferiblemente, el sistema descrito en la presente invencion puede ser
usado en combinacion con una placa de cultivo estandar. En una placa de cultivo

estandar, el medio de soporte (10) y los pocillos (4) forman una misma unidad.
En una realizacién preferida, el nimero de pocillos (4) es de 1 a 1000.
En otra realizacion preferida, el nimero de pocillos (4) es un nimero patr.

En otra realizacién preferida, el numero de pocillos (4) es 6, 8, 10, 12, 48 o 96.
Preferiblemente, el numero de pocillos se corresponde con el niumero de pocillos de

una placa de cultivo estandar.

Asi, en una realizacion preferida, se pueden utilizar placas de cultivo estandar en el
sistema de cultivo de organoides descrito en la presente invencion, de modo que el
biorreactor tiene una gran aplicabilidad y su uso no precisara de dispositivos
especiales para el cultivo de organoides, a diferencia de otros sistemas descritos en el

estado de la técnica. Ademas, el uso de placas de cultivo estandar permite un cultivo
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multiple simultaneo, permitiendo, por lo tanto, el cultivo celular en distintas condiciones

fisico-quimicas en una misma placa, en un mismo experimento.
En una realizacion segun la presente invencion, el motor (8) es de corriente continua.

En otra realizacion preferida, en el sistema segun la presente invencion, el médulo
controlador (3) comprende uno o0 mas medios de control y uno o mas sensores que
miden parametros fisicos tales como el crecimiento celular, la concentracion de CO,, la

concentracion de O,, el pH y la temperatura.

El médulo controlador (3) segun la invencién puede ademas comprender un sistema
que da informacion a tiempo real de los parametros fisicos mencionados
anteriormente: crecimiento celular, la concentracion de CO,, la concentracion de O,, el

pH y la temperatura.

En referencia a la Fig. 10, el mdédulo controlador (3) preferiblemente comprende un
microcontrolador (16) conectado al motor mediante un regulador de velocidad
ajustable. ElI microcontrolador también puede estar conectado con una serie de
sensores que miden los parametros fisicos relevantes mencionados anteriormente
(crecimiento celular, la concentracion de CO,, la concentracién de O,, el pH y la
temperatura). En una realizacion particular, el microcontrolador (16) esta conectado a
un sensor de temperatura (180) y a un sensor de gases (181). En otra realizacion
particular, el microcontrolador (16) estd conectado a un sistema de adquisicion de

imagenes (17).

La medicion a tiempo real de los pardmetros anteriormente citados, como son el
crecimiento celular, la concentracion de CO,, la concentracion de O,, el pH y la
temperatura, resulta muy ventajosa para determinar el correcto crecimiento del
organoide bajo unas condiciones adecuadas. Ademas, el médulo controlador no sélo
mide la temperatura, Sino que es capaz de mantener una temperatura concreta que el
usuario puede determinar. Es decir, en el mddulo controlador (3) se incorpora

preferiblemente un termostato.

En referencia a la Fig. 10, en una realizacién particular, los pocillos (4) estan
separados del médulo controlador (3) por una base transparente (15). Esta base

transparente (15) permite aislar el médulo controlador en caso de un derrame de
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medio de cultivo y/o muestra contenida en los pocillos (4). La base transparente (15),

en una realizacion preferida, es de cristal.

Toda la informacion recabada desde el modulo controlador (3) es accesible en
cualquier momento en que el sistema estd funcionando, pero puede ser también
almacenada para andlisis posteriores y/o control de calidad. La forma de almacenaje
de la informacién puede ser de forma local, preferiblemente en una tarjeta de memoria,

y/o de forma remota, en la nube (cloud) usando cualquier conexién de red estandar.

El sistema incluye también preferiblemente un protocolo de alarma que continuamente
alerta de un fallo del sistema o de una alteracién inesperada de los pardmetros fisicos

medidos por el médulo controlador (3).

EJEMPLOS
Ejemplo 1

El modulo de cultivo (2) se acopla/desacopla del modulo controlador (3) tal y como se

detalla en la Fig. 2.
Ejemplo 2
El médulo de cultivo (2) se esterilizé de la siguiente manera:

1. Autoclavado en autoclave STERIVAP 669 - 1 ED (BMT) a 134°C durante 7

minutos .
2. 4 fases de secado intensivo de 3 minutos cada una.
Ejemplo 3

Los organoides fueron desarrollados de dos lineas celulares tumorales previamente
obtenidas de astrocitos primarios RbloxP/loxP HRasV12 (T653) y cRb-/- HRasV12
(T731) en raton SCID. Estas células fueron cultivadas en DMEM (Dulbecco modified

Eagle medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) a 37°C y 5% CO..

Para establecer el cultivo de neuroesferas derivado del cultivo primario del tumor, las
células T653 y T731 se lavaron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), se

tripsinizaron y se recuperaron por centrifugacion en PBS a 1000 rpm durante 5

10
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minutos. Las células se resuspendieron en la mezcla de nutrientes DMEM/F-12,
GlutaMAX suplementado con 1X B-27 (50X) y factores de crecimiento 0.02 yg/ml EGF
(Factor de Crecimiento Epidérmico humano) y 0,02 pg/ml de bFGF (factor de
crecimiento de fibroblastos béasico). Las células se sembraron en placas de 60 mm y
se cultivaron a 37 °C y 5% de CO2.

Las células se mantuvieron en una incubadora humidificada durante 48 h, y después
de este tiempo se recuperaron por centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
resuspendieron en medio de induccién neuronal (DMEM/F-12 + GlutaMAX
suplementado con 1% de N2 (100X) , MEM-NEAA al 1% (Solucién de amino&cidos no
esenciales MEM 100X) y 1 ug / ml de heparina, sembradas en placas de 60 mm y

mantenidas en este medio de cultivo durante 48 horas a 37 °C y 5% de CO2.

Después de esto, las células se cultivaron en Matrigel en placas de 60 mm y en
presencia de medio de cultivo de diferenciacion. La composicién de este medio fue
50% DMEM [/ F12 + GlutaMAX y 50% de medio neurobasal (1X), suplementado con
0.5% N2, 0.025% Insulina, 0.5% MEM-NEAA y 1% de penicilina-estreptomicina,
0.035% de 2-Mercaptoetanol (dilucién 1: 1000) en DMEM/F-12 + GlutaMAX y 1% B27-
sin vitamina A. Las neuroesferas se mantuvieron en Matrigel durante 72 h antes de ser

transferidas al biorreactor.

Las neuroesferas se mantuvieron en el biorreactor en presencia de medio de
diferenciacion suplementado con B27 con vitamina A (Lancaster MA et al., 2014). El

medio fue cambiado cada 72 h.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

En la Fig. 1 se muestra un ejemplo de realizacion de la presente invencién, en donde

el sistema para el cultivo de organoides comprende

un motor (8) que se acopla a unos primeros medios de transmision del movimiento
(11) proveniente de dicho motor (8) hacia unos segundos medios de transmision del
movimiento (6), estando dichos segundos medios de transmisién del movimiento (6)

acoplados a una cubierta (7);

11
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un moédulo de cultivo (2) que comprende uno 0 mas pocillos (4), y una cubierta (5) que
comprende medios de agitacion interna (9) para cada pocillo (4), estando cada uno de
dichos medios de agitacion interna (9) configurado para acoplarse a los segundos

medios de transmisiéon de movimiento (6);

y un modulo controlador (3) comprende uno o mas medios de control y uno o mas

sensores.

En la Fig. 2 se detalla una realizacién particular con un mecanismo preferido por el

cual el médulo de cultivo (2) se acopla al médulo controlador (3).

En la Fig. 3 se detalla una realizacién particular del sistema para cultivo de organoides
en donde el motor (8) se acopla a unos primeros medios de transmisién del
movimiento (11) proveniente de dicho motor (8) que comprenden medios de
acoplamiento mecénico (110), hacia los segundos medios de transmision del
movimiento (6), y los segundos medios de transmision de movimiento (6) estan

acoplados a los medios de agitacion interna (9) para cada pocillo (4).

En la Fig. 4 se detalla una realizacion particular del sistema para cultivo de organoides
en donde el motor (8) se acopla a unos primeros medios de transmision del
movimiento (11) proveniente de dicho motor (8) que comprenden medios de
acoplamiento magnético que comprenden imanes (1110), hacia los segundos medios
de transmision del movimiento (6), y los segundos medios de transmision de

movimiento (6) estan acoplados a los medios de agitacion interna (9) para cada pocillo

(4).

En la Fig. 5 se detallan los medios de acoplamiento magnético (111), que comprenden

distinta disposicion de los imanes (1110).

En la Fig. 6 se detalla una realizacion particular en donde los medios de agitacién
interna (9) estan unidos a los segundos medios de transmision del movimiento (6)

proveniente del motor (8) mediante imanes (1110), de modo que los medios de

12
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agitacion interna (9) pueden ser esterilizados independientemente de los segundos
medios de transmision del movimiento (6). Los segundos medios de transmision de

movimiento (6) estan acoplados a los medios de agitacion interna (9) para cada pocillo

(4).

En la Fig. 7 se ilustra una realizacion particular del sistema de cultivo de organoides en
donde los primeros medios de transmision del movimiento (11) provenientes de un
motor (8) comprenden medios de acoplamiento neumatico. En esta realizacién, el
motor (8) se acopla a un compresor (12) y éste, a su vez, a unos primeros medios de
conexioén (1120) que se acoplan a unos segundos medios de conexidn con cierre para
la esterilizacién (1121), que permiten acoplar los primeros medios de transmision del
movimiento (11) a los segundos medios de transmision del movimiento (6). Los
segundos medios de transmision de movimiento (6) estan acoplados a los medios de

agitacion interna (9) para cada pocillo (4).

En la Fig. 8 se ilustra una realizacion particular del sistema de cultivo de organoides en
donde los primeros medios de transmision del movimiento (11) provenientes de un
motor (8) comprenden medios de acoplamiento hidraulico. Esta realizacion comprende
un deposito de fluido hidraulico (13) acoplado a una bomba hidraulica (14). Dicha
bomba hidraulica esta acoplada también al motor (8) el motor se acopla a un
compresor (12) y éste, a su vez, a unos primeros medios de conexion (1120) que se
acoplan a unos segundos medios de conexion con cierre para la esterilizacion (1121),
que permiten acoplar los primeros medios de transmisién del movimiento (11) a los
segundos medios de transmisién del movimiento (6). Los segundos medios de
transmisiéon de movimiento (6) estan acoplados a los medios de agitacion interna (9)

para cada pocillo (4).

En la Fig. 9 se muestra una realizacion particular del sistema esterilizable para el
cultivo de organoides en donde la cubierta (7) comprende unos terceros medios de
transmisién del movimiento (19) que se pueden acoplar a otra cubierta, de modo que
el movimiento del motor (8) se transmite a varios modulos de cultivo (2), que

comprenden los segundos medios de transmision de movimiento (6) acoplados a los

13
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medios de agitacion interna (9) para cada pocillo, y estos médulos de cultivo pueden

ser acoplados acordemente a varios médulos controladores (3).

En la Fig. 10 se ilustra una realizacion particular del médulo controlador (3) y su
acoplamiento a los pocillos (4) comprendidos en el mddulo de cultivo (2). Dichos
modulos controlador (3) y de cultivo (2) estan delimitados por una base transparente
(15). Ademés, el mddulo controlador (3) comprende un microcontrolador (16)
conectado a un sistema de adquisicion de imagenes (17) y a sensores de temperatura
(180) y de gases (181).

14
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema esterilizable para el cultivo de organoides que comprende:

un motor (8) que se acopla a unos primeros medios de transmision del movimiento
(11) proveniente de dicho motor (8) hacia unos segundos medios de transmision del
movimiento (6), estando dichos segundos medios de transmisién del movimiento (6)

acoplados a una cubierta (7);

un madulo de cultivo (2) que comprende uno o mas pocillos (4), y una cubierta (5) que
comprende medios de agitacion interna (9) para cada pocillo (4), estando cada uno de
dichos medios de agitacion interna (9) configurado para acoplarse a los segundos

medios de transmision de movimiento (6);

y un moédulo controlador (3) comprende uno o mas medios de control y uno o mas

sensores;
caracterizado porque:

dicho sistema esta adaptado para estar en una configuracion de

funcionamiento y una configuracion de reposo,

en donde en la configuracion de funcionamiento el motor (8) esta4 acoplado a
los primeros medios de transmision (11) y el mdédulo de cultivo (2) esta

acoplado al médulo controlador (3);

y en donde en la configuracién de reposo el mddulo de cultivo (2) esta
desacoplado del modulo controlador (3) y del motor (8), permitiendo la

separacion del mddulo de cultivo (2) completo.

2. Sistema segun la reivindicacion 1 en donde los primeros medios de transmision del
movimiento (11) provenientes de un motor (8) comprenden medios de acoplamiento

mecanico, magnético, neumatico y/o hidraulico.
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3. Sistema segun la reivindicacion 2 en donde los segundos medios de transmision del

movimiento (6) provenientes de un motor (8) comprenden medios mecanicos.

4. Sistema segun la reivindicacion 3 en donde los segundos medios de transmision del

movimiento (6) provenientes de un motor (8) comprenden ruedas dentadas.

5. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde los medios de

agitacion interna (9) estéan provistos de un rotor.

6. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde los pocillos

(4) se disponen sobre un medio de soporte (10).

7. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde dichos uno o
mas medios de control y uno o méas sensores del médulo controlador (3) miden
parametros fisicos que se seleccionan entre el crecimiento celular, la concentracion de

CO,, la concentracion de O,, el pH y la temperatura.

8. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el motor (8)

estd comprendido en el médulo controlador (3).

9. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el nimero de

pocillos es de 1 a 1000.

10. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la cubierta
(7) comprende unos terceros medios de transmision del movimiento (19) que se

pueden acoplar a otra cubierta, de modo que el movimiento del motor (8) se transmite

16
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a varios médulos de cultivo (2) que pueden ser acoplados acordemente a varios

madulos controladores (3).

11. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde los medios
de agitacién interna (9) estan unidos a los segundos medios de transmision del

movimiento (6) mediante imanes (1110).

12. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el médulo

de cultivo (2) y el modulo controlador (3) estan separados por una base transparente.

13. Método para la esterilizacion de un sistema para el cultivo de organoides que

comprende:

proporcionar un sistema como el que se define en cualquiera de las reivindicaciones
anteriores en una configuracion de reposo de manera que el motor (8) y el modulo

controlador (3) estan desacoplados del modulo de cultivo (2);
extraer el modulo de cultivo (2);

y someter el médulo de cultivo (2) a esterilizacién.

14. Método segun la reivindicacion 13 en donde la esterilizacion a la que se somete el
modulo de cultivo (2) es autoclavado, tratamiento con peroxido de hidrégeno o

tratamiento con radiacién ionizante.
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