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DESCRIPCION
Medio exento de proteinas animales para el cultivo de células
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a procedimientos, tal como se reivindican, que usan un medio de cultivo celular
exento de proteinas animales que comprende una poliamina y un hidrolizado derivado de vegetales y/o de
levaduras. La invencién también se refiere a procesos de cultivo exentos de proteinas animales, en los que las
células pueden ser cultivadas, propagadas y pasadas sin afiadir proteinas animales complementarias al medio de
cultivo. Estos procesos son Utiles para cultivar células, tales como células recombinantes o células infectadas con un
virus, y para producir productos biolégicos mediante procesos de cultivo celular.

Antecedentes de la invencion

Para el cultivo de células, particularmente de células eucariotas, y méas especificamente células de mamifero, existe
una necesidad constante de usar medios de cultivo especiales que hacen disponibles las sustancias nutrientes de
crecimiento que son necesarias para un crecimiento eficaz de las células y para la produccidn de las proteinas o de
los virus que se desean. Para la produccién eficaz de productos bioldgicos, tales como virus o proteinas
recombinantes, es importante que se alcance una densidad celular 6ptima, asi como que se aumente la propia
expresion de proteinas para obtener un rendimiento méximo del producto.

Las formulaciones de medios de cultivos celulares se han complementado con diversos aditivos, que incluyen
componentes no definidos tales como suero bovino fetal (fetal calf serum, FCS), diversas proteinas derivadas de
animales y/o hidrolizados de proteinas de origen bovino.

En general, el suero o las sustancias derivadas del suero, tales como la albdmina, la transferrina o la insulina,
pueden contener agentes no deseados que pueden contaminar los cultivos celulares y los productos biolégicos
obtenidos a partir de los mismos. Adicionalmente, los aditivos derivados de suero humano deben ser ensayados
para comprobar todos los virus conocidos, incluyendo hepatitis y VIH, que pueden ser transmitidos por el suero.
Ademas, el suero bovino y los productos derivados del mismo son portadores de un riesgo de contaminacién por
EEB. Ademas, todos los productos derivados de suero pueden estar contaminados por constituyentes desconocidos.
En el caso del suero o de aditivos proteicos que derivan de seres humanos o de otfras fuentes animales en cultivos
celulares, existen numerosos problemas (por ejemplo, la calidad variable de la composicién de los diferentes lotes y
el riesgo de contaminacidén por micoplasma, virus o EEB), particularmente si las células se usan para la produccién
de farmacos o de vacunas para su administracién a seres humanos.

Por lo tanto, se han realizado muchos intentos para proporcionar sistemas hospedadores y condiciones de cultivo
eficaces que no requieran suero ni otros compuestos proteicos animales. El medio simple exento de suero incluye
tipicamente medio basal, vitaminas, amino4cidos o sales organicas o inorganicas, y opcionalmente componentes
adicionales para hacer el medio nutricionalmente complejo.

Se sabe que los hidrolizados de soja son Utiles para los procesos de fermentacién y pueden mejorar el crecimiento
de muchos organismos de cultivo dificil, levaduras y hongos. El documento WO 96/26266 describe que los digeridos
papaicos de harina de soja son una fuente de carbohidratos y de nitrégeno y muchos de los componentes pueden
usarse en un cultivo tisular. Franek y col. (Biotechnology Progress (2000) 16, 688 — 692) describen los efectos
promotores del crecimiento y de la productividad de fracciones peptidicas definidas del hidrolizado de soja.

El documento WO 96/15231 desvela un medio exento de suero formado por medio sintético minimo esencial y
extracto de levadura para la propagacién de células de vertebrados y procesos de produccién de virus. En el
documento WO 98/15614 se desvela una formulacién de medio compuesta por medio de un cultivo de células basal
que comprende un péptido de arroz y un extracto de levadura, y la digestién enzimatica de los mismos, y/o un lipido
vegetal para el crecimiento. En el documento WO 01/23527 se desvela un medio que comprende un hidrolizado de
soja purificado para el cultivo de células recombinantes. El documento WO 00/03000 desvela un medio que
comprende un hidrolizado de soja y un extracto de levadura, pero también requiere la presencia de formas
recombinantes de proteinas animales, tales como factores de crecimiento.

El documento WO2004/005493 describe un medio de cultivo celular exento de proteinas animales que comprende
una combinacién de péptidos no derivados de animales procedentes de hidrolizado de soja e hidrolizado de
levadura. El documento WO01/11021 se refiere a un clon celular recombinante estable que es estable en un medio
que no contiene suero y proteinas durante al menos 40 generaciones. El documento FR72.29396 describe un medio
de cultivo para la seleccién de bacterias en el que el medio estd exento de proteinas animales. El documento
WO02/24876 se refiere a un proceso para aislar virus procedentes de varias fuentes y para producir vacunas
antigripales de virus vivos atenuados en un cultivo celular Vero exento de suero en unas condiciones en las que se
minimizan o se evitan alteraciones en los antigenos de superficie del virus debido a la seleccién adaptativa.
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El documento EP-A-0 481 791 describe un medio de cultivo bioquimicamente definido para cultivar células CHO
modificadas genéticamente que esta exento de proteinas, lipidos y carbohidratos aislados a partir de una fuente
animal, que comprende ademas una insulina recombinante o un analogo de insulina, del 1 % al 0,025 % p/v de
digerido de papaina de peptona de soja y putrescina. El documento WO 98/08934 describe un cultivo celular
eucariota exento de suero que comprende péptidos de hidrolizado de soja (1 — 1000 mg/L), de 0,01 a 1 mg/L de
putrescina y varios componentes derivados de animales, incluyendo albdmina, fetuina, varias hormonas y otras
proteinas. En este contexto, también deberia mencionarse que también se sabe que la putrescina esta contenida en
medios estandar tales como DMEM/Ham's F12 a una concentracién de 0,08 mg/L.

Sin embargo, los medios conocidos en el estado de la técnica son a menudo nutricionalmente insuficientes y/o
deben ser complementados con complementos proteicos derivados de animales o versiones recombinantes de
proteinas, tales como insulina, factor de crecimiento insulinoide u otros factores de crecimiento.

Por lo tanto, existe una necesidad actual de aumentar el rendimiento de la proteina recombinante expresada o de
cualquier otro producto de expresién, y de la tasa de crecimiento especifica de las células, y de proporcionar un
medio de cultivo celular 6ptimo completamente exento de proteinas animales para la produccién de productos
biol6gicos, tales como los usados como productos farmacéuticos 0 como vacunas en seres humanos.

Sobre la base de extractos de peptona de soja (también denominados “hidrolizados de soja”) se han desarrollado
medios que no contienen proteinas animales. Sin embargo, la calidad de los lotes disponibles comercialmente de
hidrolizados de soja varia extremadamente y, como resultado, existen amplias variaciones en la produccién de
proteinas recombinantes o de productos viricos (una variacién de hasta en un factor de 3) en funcién de los lotes de
hidrolizados de soja usados (“variacién interlote”). Este inconveniente afecta a la proliferacién de las células, asi
como a la expresion proteica de cada célula.

Por lo tanto, hay una necesidad de un medio de cultivo celular exento de proteinas animales que esté
completamente exento de proteinas animales y supere al menos uno de los problemas mencionados anteriormente.

Resumen de la invencién

Un objeto de la presente invencién es proporcionar procedimientos, tal como se reivindican, que se refieren al uso
de un medio de cultivo celular exento de proteinas animales que no contenga ninguna proteina complementaria
afladida derivada de una fuente animal nifo proteinas animales recombinantes, que permita un crecimiento celular
eficaz y en particular la produccién proteica, con una calidad continua con respecto a la cantidad de expresidén por
célula. Un objeto adicional de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para cultivar células y un
procedimiento para la expresién eficaz de proteinas recombinantes que estan exentas de proteinas animales.

Otro objeto de la presente invencién es reducir el hidrolizado derivado de vegetales y/o de levaduras con objeto de
superar los efectos inhibidores que influirian negativamente en el rendimiento de la produccién de un producto
recombinante o virico deseado. Sorprendentemente se encontrdé que los hidrolizados eran la causa de las
variaciones interlote en la produccién.

La invencién proporciona un procedimiento para expresar una proteina objetivo, que comprende las etapas de:

a) hacer crecer un cultivo de células en un medio de cultivo celular exento de proteinas animales,
comprendiendo el medio de cultivo putrescina e hidrolizado de soja, en el que la putrescina estd presente en el
medio de cultivo en una concentracién que varia desde 0,5 hasta 10 mg/l y el hidrolizado de soja esta presente en
una concentracidén que varia desde el 0,05 % (p/v) hasta el 1 % (p/v),

b) introducir en las células una secuencia de acidos nucleicos que comprende una secuencia que codifica
para la proteina objetivo;

c) seleccionar las células portadoras de la secuencia de acidos nucleicos; e

d) inducir selectivamente la expresién de la proteina objetivo en las células,

en el que la combinacién de célula / proteina objetivo son células CHO / factor de coagulacion VIII.
Sorprendentemente, la adiciéon de al menos una poliamina, en particular la adicién de putrescina, al medio de cultivo
celular exento de proteinas animales, proporciona el efecto ventajoso no sélo de promover el crecimiento celular,
sino en particular de aumentar la expresion de proteinas por célula, y en particular, la expresién de proteinas
recombinantes por célula.

Ademas, el medio exento de proteinas animales usado segun la presente invencién permite un crecimiento celular

uniforme y un aumento en el rendimiento de los productos deseados, particularmente de proteinas objetivo tales
como proteinas recombinantes, independientemente de la calidad o de las variaciones del lote del hidrolizado de
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proteinas, en particular de los hidrolizados vegetales, en el medio de cultivo celular exento de proteinas animales. La
complementacién especifica de un medio de cultivo celular con poliaminas y un hidrolizado derivado de vegetales
y/o de levaduras actla sinérgicamente para aumentar el crecimiento celular, la productividad especifica celular y la
densidad celular final.

Por lo tanto, el medio exento de proteinas animales usado segun la presente invencién es mas favorable para la
expresion de proteinas recombinantes y la tasa de crecimiento celular en comparacidén con los medios conocidos en
la técnica. Adicionalmente, el medio exento de proteinas animales usado segln la presente invenciéon permite la
reduccién de la cantidad de hidrolizado de proteinas que se debe afiadir a un volumen dado del medio de cultivo
celular.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra una grafica que compara (A) la productividad volumétrica de FVIII-CoA (expresada en [U/L/D] =
unidades de FVIII COA por L de volumen de reactor por dia y (B) la tasa de crecimiento especifica (1 expresada en
[d] = 1 por dia) de células GD8/6 en funcién del medio usado para el cultivo, que fueron complementadas con 5
lotes diferentes (K119-1, K138-1, M022963, M024423, M022453) de hidrolizados de soja (0,4 % (p/v)).

La Figura 2 muestra una tabla que compara la productividad volumétrica de FVIII-CoA de células GD8/6 crecidas en
medios con diferentes concentraciones de hidrolizado de soja.

La Figura 3 muestra una gréafica que compara la productividad volumétrica de FVIII-CoA de células GD8/6 en funcidn
del medio usado para el cultivo, que fueron complementados con diferentes lotes (K119-1, K138-1, M022963,
M024423, M022453) de hidrolizados de soja (0,25 % (p/v)) (A) en ausencia de putrescina, y (B) en presencia de 1
mg/L de putrescina - 2 HCI.

La Figura 4 muestra una grafica que compara las tasas de crecimiento especificas de células GD8/6 en funcién del
medio usado para el cultivo, que fueron complementados con 5 lotes diferentes (K119-1, K138-1, M022963,
M024423, M022453) de hidrolizados de soja (0,25 % (p/v)) (A) en ausencia de putrescina, y (B) en presencia de 1
mg/L de putrescina - 2 HCI.

La Figura 5 muestra una tabla que compara la productividad volumétrica de FVIII-CoA (QP [U/L/D]) y la tasa de
crecimiento especifica (i [d-1]) de células GD8/6 y su desviacién estédndar crecidas en medio con 5 lotes diferentes
seleccionados (K119-1, K138-1, M022963, M024423, M022453) de hidrolizados de soja (0,4 % (p/v) 0 0,25 % (p/v))
con los mismos hidrolizados de soja (0,25 % (p/v)) con y sin putrescina - 2 HCla 1 mg/L.

La Figura 6 muestra una tabla que describe las concentraciones medias de putrescina encontradas en hidrolizados
de soja (0,4 % (p/v) en medio de cultivo celular) procedentes de diferentes fabricantes.

La Figura 7 muestra una tabla que compara el efecto del hidrolizado de soja (0,4 % (p/v)) y del hidrolizado de soja
(0,25 % (p/v)) + 1,8 mg/L de putrescina - 2 HCI sobre la productividad volumétrica (QP expresada en [mg IgG1/L de
volumen del reactor/dia] y la productividad especifica celular (qp [ng IgG1/10E06 células /d]) en células ARH77 que
secretan un anticuerpo monoclonal.

La Figura 8 muestra una grafica que compara el efecto del hidrolizado de soja (0,25 % (p/v)) y del hidrolizado de soja
(0,25 % (p/v)) + 1 mg/L de putrescina (1,8 mg/L de putrescina - 2 HCI) sobre la productividad especifica celular de
eritropoyetina (EPO) de células BHK recombinantes (produccién de EPO (unidades) / consumo de glucosa (g).

La Figura 9 muestra una tabla que compara el efecto de la putrescina, la ornitina y la espermina sobre un amplio
intervalo de concentraciones (0-18 mg/L) sobre el crecimiento especifico (n absoluto, p relativo) y la productividad
celular especifica (Qp absoluta, Qp relativa) de células GD8/6 cultivadas en medio BAV que contiene un 0,0 % de
hidrolizado de soja y ninguna amina, o en medio BAV que contiene una concentracién reducida de hidrolizado de
soja del 0,25 % complementada con poliaminas en el intervalo de concentraciones indicado anteriormente. BAV-SP
al 0,25 % = medio BAV que contiene un 0,25 % de hidrolizado de soja; BAV-SP al 0,4 % = medio BAV que contiene
un 0,4 % de hidrolizado de soja; BAV sin soja ni poliaminas = medio BAV que no contiene ni hidrolizado de soja ni
poliaminas.

Descripcidon detallada de la invencién

La invencidn se establece en las reivindicaciones.

Un aspecto de la presente descripcién se refiere a un medio de cultivo celular exento de proteinas animales que
comprende al menos una poliamina y un hidrolizado derivado de vegetales y/o de levaduras, en una concentracién
lo suficientemente reducida con objeto de evitar los potenciales efectos inhibidores del hidrolizado.

El término “poliamina” se refiere a cualquiera de un grupo de compuestos organicos formados por carbono,
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nitrégeno e hidrégeno, y que contienen dos o mas grupos amino. Por ejemplo, el término engloba moléculas
elegidas del grupo formado por cadaverina, putrescina, espermidina, espermina, agmatina y ornitina.

Salvo que se indique de otro modo, los valores de concentracién indicados a lo largo de este documento se refieren
a la forma de base libre del (los) componente(s).

En el medio de cultivo celular exento de proteinas animales descrito en la presente memoria descriptiva, la
concentracién de la poliamina estd presente en una concentracién que varia desde aproximadamente 0,5 mg/L
hasta aproximadamente 30 mg/L, méas preferentemente desde aproximadamente 0,5 mg/l hasta aproximadamente
20 mg/L, mas preferentemente todavia desde aproximadamente 0,5 mg/L hasta aproximadamente 10 mg/L, mas
preferentemente desde aproximadamente 2 mg/L hasta aproximadamente 8 mg/L, con la méaxima preferencia desde
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 5 mg/L en el medio.

La concentracién total del hidrolizado de proteinas derivadas de vegetales y/o levaduras en el medio de cultivo
celular exento de proteinas animales descrito en la presente memoria descriptiva es de aproximadamente el 0,05 %
hasta aproximadamente el 5 % (p/v), més preferentemente de aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente
el 2 % (p/v), mas preferentemente de aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente el 1 % (p/v), mas
preferentemente de aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente el 0,5 % (p/v), con la méxima preferencia
de aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente que el 0,25 % (p/v); es decir, si el medio contiene un
hidrolizado de proteinas derivado de vegetales y de levaduras, la concentracion total se calcula sumando los valores
de concentracién de cada uno de los componentes del hidrolizados de proteinas contenido en el medio.

El término “medio de cultivo celular exento de proteinas animales” segln la presente invencién se refiere a un medio
que no contiene proteinas ni/o componentes proteicos procedentes de eucariotas pluricelulares no vegetales. Las
proteinas tipicas que se evitan son las que se encuentran en el suero y en sustancias derivadas del suero, tales
como albumina, transferrina, insulina y otros factores de crecimiento. El medio de cultivo celular exento de proteinas
animales también esta exento de cualquier producto purificado derivado de animales y de productos derivados de
animales recombinantes, asi como de digeridos proteicos y extractos de los mismos o de extractos lipidicos o
componentes purificados de los mismos. Las proteinas animales y los componentes proteicos deben distinguirse de
las proteinas no animales, pequefios péptidos y oligopéptidos obtenibles a partir de plantas (habitualmente de 10 a
30 aminoéacidos de longitud), tales como la semilla de soja, y de eucariotas inferiores, tales como levaduras, que
pueden incluirse en el medio de cultivo celular exento de proteinas animales segln la invencion.

El medio de cultivo exento de proteinas animales usado segln la invencién puede basarse en cualquier medio basal
tal como DMEM, Ham's F12, medio 199, McCoy o RPMI conocidos generalmente por el trabajador experto. El medio
basal puede comprender varios ingredientes, incluyendo aminoacidos, vitaminas, sales organicas e inorganicas, y
fuentes de carbohidratos, estando presente cada ingrediente en una cantidad que sustente el cultivo de una célula
que generalmente es conocido por el experto en la materia. El medio puede contener sustancias auxiliares, tales
como sustancias tamponantes como bicarbonato sédico, antioxidantes, estabilizantes para contrarrestar el estrés
mecénico, o inhibidores de la proteasa. Si se requiere puede afiadirse como agente antiespumante un tensioactivo
no iénico, tal como mezclas de polietilenglicoles y propilenglicoles (por ejemplo, Pluronic F68®, SERVA).

La poliamina empleada para el medio de cultivo exento de proteinas animales segln la invencién es putrescina.

En una forma de realizacion preferida del medio de cultivo exento de proteinas animales usado segun la invencién,
la poliamina controla la sintesis de ADN y de ARN, la proliferaciéon celular, la diferenciacién celular, la estabilizacion
de la membrana y/o la proteccién antioxidante del ADN. La putrescina, la espermidina, la espermina y la ornitina son
ejemplos de poliaminas que muestran estas funciones. Otro ejemplo de una poliamina es la cadaverina.

La poliamina puede originarse a partir de una fuente distinta al hidrolizado de proteinas.

En el medio de cultivo celular exento de proteinas animales segln se describe en la presente memoria descriptiva,
la poliamina estd presente en una concentracion que varia desde aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 30
mg/L, mas preferentemente desde aproximadamente 0,5 mg/L hasta aproximadamente 20 mg/L, maés
preferentemente todavia desde aproximadamente 0,5 mg/L hasta aproximadamente 10 mg/L, mas preferentemente
desde aproximadamente 2 mg/L hasta aproximadamente 8 mg/L, con la maxima preferencia desde
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 5 mg/L en el medio, y el hidrolizado de proteinas derivado de plantas
y/o de levaduras esté presente en el medio en una concentracién que varia desde aproximadamente el 0,05 % hasta
aproximadamente el 5 % (p/v), mas preferentemente desde aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente el
2 % (p/v), méas preferentemente desde aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente el 1 % (p/v), mas
preferentemente desde aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente el 0,5 % (p/v), con la méaxima
preferencia desde aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente el 0,25 % (p/v).

El hidrolizado de proteinas derivado de vegetales usado para el medio de cultivo celular exento de proteinas

animales segln la presente descripcion se elige preferentemente del grupo formado por un hidrolizado de cereales
y/o un hidrolizado de soja. El hidrolizado de soja puede ser un hidrolizado de soja altamente purificado, un
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hidrolizado de soja purificado o un hidrolizado de soja en bruto.

El término “hidrolizado” incluye cualquier digerido enzimatico de un extracto vegetal o de levadura. El “hidrolizado”
puede ser adicionalmente digerido enzimaticamente, por ejemplo, mediante papaina, y/o formado mediante autélisis,
termélisis y/o plasmdlisis. Los hidrolizados también estan disponibles comercialmente, tales como HyPep 1510®,
Hy-Soy®, Hy-Yeast 412® y Hi-Yeast 444®, de fuentes tales como Quest International, Norwich, NY, OrganoTechnie,
S.A. Francia, Deutsche Hefewerke GmbH, Alemania, o DMV Intl. Delhi, NY. Algunas fuentes de extractos de
levadura y de hidrolizados de soja también se desvelan en los documentos WO 98/15614, WO 00/03000, WO
01/23527 y US 5.741.705.

Los hidrolizados se purifican preferentemente a partir de la fraccién en bruto, ya que las impurezas podrian interferir
con un cultivo eficaz. La purificacién puede llevarse a cabo mediante ultrafiltracion o con cromatografia de
Sephadex, por ejemplo, con Sephadex 25 o0 Sephadex G10 o materiales equivalentes, cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusién por tamafios o cromatografia en fase inversa. Las
fracciones pueden contener hidrolizados con un peso molecular definido, preferentemente de hasta
aproximadamente 1000 Dalton, més preferentemente de hasta aproximadamente 500 Dalton, con la méxima
preferencia de hasta aproximadamente 350 Dalton. Al menos aproximadamente el 90 % del hidrolizado tiene
preferentemente un peso molecular de hasta aproximadamente 1000 Dalton. El peso molecular medio de los
hidrolizados esta preferentemente entre aproximadamente 220 y aproximadamente 375 Daltons. El valor del pH del
hidrolizado deberia estar en el intervalo de desde aproximadamente 6,5 hasta aproximadamente 7,5. El contenido
total en nitrégeno esta preferentemente entre aproximadamente el 5 y aproximadamente el 15 %, y el contenido en
cenizas es preferentemente de hasta aproximadamente el 20 %. El contenido en aminoacidos libres esta
preferentemente entre aproximadamente el 5 % y aproximadamente el 30 %. El contenido en endotoxinas es
preferentemente menor de aproximadamente 500 U/g.

En la presente memoria descriptiva también se proporciona un procedimiento para usar al menos una poliamina
para su adicién a un medio de cultivo celular exento de proteinas animales que contiene un hidrolizado de proteinas
derivado de vegetales y/o de levaduras, para aumentar el rendimiento de la expresién de proteinas en las células
cultivadas. La poliamina puede estar presente en el medio de cultivo descrito en la presente memoria descriptiva en
una concentracién total que varia desde aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 30 mg/L, maés
preferentemente desde aproximadamente 0,5 mg/L hasta aproximadamente 20 mg/L, mas preferentemente todavia
desde aproximadamente 0,5 mg/L hasta aproximadamente 10 mg/L, mas preferentemente desde aproximadamente
2 mg/L hasta aproximadamente 8 mg/L, con la maxima preferencia desde aproximadamente 2 hasta
aproximadamente 5 mg/L en el medio. Preferentemente, la poliamina se elige del grupo formado por cadaverina,
putrescina, espermidina, espermina, agmatina, ornitina y combinaciones de las mismas. Preferentemente, el
hidrolizado de proteinas derivado de vegetales y/o de levaduras esté presente en el medio en una concentracién que
varia desde aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente el 5 % (p/v), mas preferentemente desde
aproximadamente el 0,05 % hasta aproximadamente el 2 % (p/v), més preferentemente desde aproximadamente el
0,05 % hasta aproximadamente el 1 % (p/v), mas preferentemente desde aproximadamente el 0,05 % hasta
aproximadamente el 05 % (p/v), con la méxima preferencia desde aproximadamente el 0,05 % hasta
aproximadamente el 0,25 % (p/v).

La presente descripcién se refiere adicionalmente a un procedimiento para cultivar células, que comprende las
etapas de:

(a) proporcionar un medio de cultivo celular exento de proteinas animales segun la descripcién, y
(b) propagar las células en el medio para formar un cultivo celular.

El medio de cultivo celular exento de proteinas animales puede comprender al menos una poliamina y un hidrolizado
derivado de vegetales y/o de levaduras. Preferentemente, la poliamina se origina a partir de una fuente distinta al
hidrolizado de proteinas.

La presente descripcién no se limita a ningin tipo de célula. Las células usadas son, por ejemplo, células de
mamifero, células de insecto, células de ave, células bacterianas, células de levadura. Las células pueden ser, por
ejemplo, células madre o células recombinantes transformadas con un vector para la expresién génica
recombinante, o células transfectadas con un virus para producir productos viricos. Las células también pueden ser,
por ejemplo, células que producen una proteina de interés sin una transformaciéon recombinante, por ejemplo, un
linfocito B que produce un anticuerpo, que puede ser transformado a un estado inmortalizado, por ejemplo, mediante
una infeccién virica como la infeccién por el virus de Epstein Barr. Las células también pueden ser, por ejemplo,
células primarias, por ejemplo, células embrionarias de pollo, o lineas celulares primarias. Se prefieren las células
que se usan para la produccién de virus in vitro. En una forma de realizacién preferida las células pueden ser células
BSC, células LLC-MK, células CV-1, células COS, células VERO, células MDBK, células MDCK, células CRFK,
células RAF, células RK, células TCMK-1, células LLCPK, células PK15, células LLC-RK, células MDOK, células
BHK-21, células CHO, células NS-1, células MRC-5, células WI-38, células BHK, células 293, células RK y células
embrionarias de pollo.
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Las células que pueden usarse segun la presente invencién pueden cultivarse mediante un procedimiento elegido
del grupo de cultivo discontinuo, cultivo discontinuo alimentado, cultivo por perfusién y cultivo quimioestético, todos
los cuales generalmente son conocidos en la materia.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para expresar una proteina objetivo, que
comprende las etapas de:

a) hacer crecer un cultivo de células en un medio de cultivo celular exento de proteinas animales,
comprendiendo el medio de cultivo putrescina e hidrolizado de soja, en el que la putrescina esta presente en el
medio de cultivo en una concentracién que varia desde 0,5 hasta 10 mg/l y el hidrolizado de soja esta presente en
una concentracidén que varia desde el 0,05 % (p/v) hasta el 1 % (p/v),

b) introducir en las células una secuencia de acidos nucleicos que comprende una secuencia codificante para
la proteina objetivo;

c) seleccionar las células portadoras de la secuencia de acidos nucleicos; e
d) inducir selectivamente la expresién de la proteina objetivo en las células,
en el que la combinacién de célula / proteina objetivo son células CHO / factor de coagulacion VIII.

El medio de cultivo celular exento de proteinas animales comprende putrescina e hidrolizado de soja tal como se
reivindica. Preferentemente, la putrescina se origina a partir de una fuente distinta al hidrolizado de proteinas.

La secuencia de acidos nucleicos que comprende una secuencia codificante para la proteina objetivo puede ser un
vector. El vector puede ser un virus o un plasmido. La proteina objetivo es el factor VIII.

Preferentemente, el acido nucleico comprende adicionalmente otras secuencias adecuadas para la expresion
controlada de una proteina objetivo, tales como secuencias promotoras, como potenciadores, cajas TATA, sitios de
inicio de la transcripcidn, policonectores, sitios de restricciéon, secuencias de poli-A, secuencias de procesado de
proteinas, marcadores de seleccion y similares, que son generalmente conocidas por el experto en la materia.

Segun la invencidn, la siguiente linea celular se transforma con un vector recombinante para la expresion del
producto respectivo: células CHO para la produccién del factor de coagulacién recombinante VIII.

La presente descripcion se refiere adicionalmente a un procedimiento para producir un virus o una parte de un virus,
que comprende las etapas de:

a) hacer crecer un cultivo de células en un medio de cultivo celular exento de proteinas animales segun la
presente descripcion; e

b) infectar las células con un virus;
c) seleccionar las células infectadas por el virus; e
d) incubar las células para propagar el virus.

El medio de cultivo celular exento de proteinas animales puede comprender al menos una poliamina y un hidrolizado
derivado de vegetales y/o de levaduras. Més preferentemente, la poliamina se origina a partir de una fuente distinta
al hidrolizado de proteinas.

El virus usado en el procedimiento puede ser cualquier virus patégeno, de mamifero, preferentemente un virus
humano, tal como una vacuna o un virus atenuado de vacuna, por ejemplo, vacunas contra la viruela, coronavirus,
preferentemente virus del SARS, por ejemplo, para la produccién de vacunas frente al SARS, ortomioxivirus,
preferentemente virus de la gripe, por ejemplo, para la produccién de vacunas contra la gripe, paramixovirus,
retrovirus, virus de la gripe A o B, virus de Ross River, flavivirus, preferentemente virus del Nilo occidental o virus de
la FSME (es decir, virus de la encefalitis transmitida por garrapatas), por ejemplo, para la produccién de las
respectivas vacunas, picornavirus, arenavirus, herpesvirus, poxvirus o adenovirus.

El virus puede ser un virus natural, un virus atenuado, un virus reagrupado o un virus recombinante o combinaciones
de los mismos, por ejemplo, atenuado y recombinante. Ademas, en lugar de los actuales viriones que se estén
usando para infectar células con un virus, puede usarse un clon infeccioso de un acido nucleico. También pueden
usarse viriones escindidos.

El procedimiento para expresar una proteina o para producir un virus puede usarse para producir composiciones
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inmunégenas que comprenden un virus o un antigeno virico.

Las células usadas para el procedimiento para producir un virus pueden elegirse del grupo formado por células de
mamifero, células de insecto, células de ave, células bacterianas y células de levadura. Preferentemente, las células
se cultivan mediante un procedimiento elegido del grupo formado por cultivo discontinuo, cultivo discontinuo
alimentado, cultivo por perfusién y cultivo quimioestatico.

Las combinaciones preferidas de células con virus para producir un virus o una parte de un virus son célula Vero /
vacuna atenuada, célula Vero / vacuna, célula Vero / hepatitis A, célula Vero / virus de la gripe, célula Vero / virus del
Nilo occidental, célula Vero / virus del SARS, células embrionarias de pollo / virus de la FSME.

La presente invencién se ilustrard ahora adicionalmente en los siguientes ejemplos, sin estar limitada a los mismos.
Ejemplos

Ejemplo 1 (medio BAV)

Se prepard un medio exento de proteinas animales con medio basal DMEM / HAM's F12 (1:1) complementado con
sales inorganicas, aminoacidos, vitaminas y otros componentes (Life technologies, 32500 Powder). También se
afladieron L-glutamina (600 mg/L), &cido ascérbico (20 uM), etanolamina (25 uM), Synperonic® (SERVA) (0,25 g/L),
selenito sédico (50 nM). Adicionalmente el medio de cultivo celular fue complementado con aminoacidos esenciales.
Ademas se afiadieron concentraciones variables de hidrolizado de soja (Quest Technologies, NY o DMV Intl., NY) en
un intervalo del 0,0 — 1,0 % y concentraciones variables de poliaminas (0 — 10 mg/L) (Figuras 1 — 9)

Ejemplo 2

Se hicieron crecer cultivos celulares de células de mamifero recombinantes (por ejemplo, células CHO que expresan
de forma estable el Factor VIl = células GD8/6) en suspensién en un cultivo quimioestatico en biorreactores de 10 L.
Las condiciones de cultivo de 37 °C, saturacién de oxigeno del 20 % y pH de 7,0 a 7,1 se mantuvieron constantes.
Los cultivos se complementaron con un suministro constante de medio BAV segun se define en el Ejemplo 1
complementado adicionalmente con hidrolizados de soja en el intervalo del 0,1 al 1,0 % y/o la adicién de putrescina -
2 HCl en el intervalo de 0 — 1 mg/L (cotéjense las Figuras 1 — 5),

Se llevaron a cabo experimentos a pequefia escala con células GD8/6 en cultivo de suspensiéon en matraces de
agitacién Techne a un volumen de trabajo de 200 ml en modo de reabastecimiento de lote a 37 °C, sin control del pH
ni de la pO2. Los cultivos se complementaron con medio BAV segln se define en el Ejemplo 1 sin el complemento
de hidrolizado de soja ni poliaminas, o complementado con hidrolizado de soja en el intervalo del 0,1 al 0,4 % y/o
putrescina - 2 HCI, ornitina - HCL, espermina - 4 HCl en el intervalo de 0 — 18 mg/L (equivalente a 0 — 10 mg/L de la
poliamina sin HCI (cotéjese la Figura 9).

Ejemplo 3 (cotéjense las Figuras 1a 5, 7y 9)

Se determinaron los recuentos celulares a partir de las células en suspensiéon o de las células inmovilizadas
mediante el recuento con una camara de recuento CASY® segln describen Schéarfe y col. (Biotechnologie in Labor
Praxis 10: 1096 — 1103 (1988)) o mediante extraccién con &cido citrico y tincién fluorescente de los nulcleos, seguido
por un recuento con un NucleoCounter® (Chemometec, Dinamarca). La tasa de crecimiento especifica (i) se calcula
a partir del incremento de las densidades celulares (Xt) y/o la tasa de dilucién (D) del estado estacionario de los
cultivos quimioestéaticos de las suspensiones de células a lo largo de un determinado intervalo de tiempo (t):

p=D + In (XtX0)/t

Ejemplo 4

Se midi6 la actividad del Factor VIII (FVIIl) (cotéjense las Figuras 1 a 5 y 9) mediante un ensayo cromogénico
(Chromogenic, Suecia). La actividad de la eritropoyetina (cotéjese la Figura 8) y el titulo de anticuerpos
monoclonales (cotéjese la Figura 7) se midieron mediante sistemas de ensayo ELISA.

La productividad volumétrica se calcula a partir de la cantidad de unidades de actividad o de titulos de antigeno
rendidos por litro de volumen de reactor por dia (U/L/d 0 mg/L/d) en los respectivos sistemas de produccién.

La productividad especifica celular se define como la cantidad especifica de proteina producida (U o pg) por nimero

de células por dia (cotéjense las Figuras 7 y 9) o como la cantidad especifica de proteina producida (U) producida
por cantidad de D-glucosa consumida por las células (cotéjese la Figura 8).

Ejemplo 5
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Se suministraron células GD8/6 con medio BAV que contenia un 0,4 % (p/v) de diferentes lotes de hidrolizado de
soja. La productividad volumétrica del FVIIl varié desde aproximadamente 600 hasta 1800 U/L/d, y las tasas de
crecimiento especificas variaron desde 0,35 hasta 0,52 p[d-1] entre los diferentes lotes (cotéjese la Figura 1). Esto
indica que los lotes de hidrolizado de soja a la concentracién del 0,4 % no permiten un crecimiento uniforme de las
células GD8/6, posiblemente debido a las sustancias inhibidoras que afectan a la tasa de crecimiento especifica (i)
que estan contenidas en los hidrolizados de soja.

Ejemplo 6

Se suministraron células GD8/6 con medio BAV que contenia diferentes concentraciones del lote del hidrolizado de
soja M022257 (en el intervalo de 0,15 — 1,0 % p/v). La productividad volumétrica del FVIII varié6 desde 500 hasta
1.100 U/L/d y alcanzé una productividad 6ptima de 1.100 U/L/d a una concentracidén de hidrolizado de soja del 0,4 %
(p/v) (cotéjese la Figura 2).

Ejemplo 7

Se suministraron células GD8/6 con medio BAV que contenia un 0,25 % (p/v) de los mismos 5 lotes diferentes de
hidrolizado de soja descritos en el Ejemplo 5 (Figuras 3A y 4A) y un 0,25 % (p/v) de hidrolizado de soja de los
mismos lotes de hidrolizado de soja complementados adicionalmente con 1 mg/L de putrescina - 2 HCI (Figuras 3B y
4B), respectivamente. La productividad volumétrica del FVIII varié desde 1700 U/L/d hasta 500 U/L/d en las células
crecidas en medio BAV-SP que contenia un 0,25 % (p/v) de hidrolizado de soja de diferentes lotes de hidrolizado de
soja (Figura 3A). La tasa de crecimiento especifica variaba desde 0,58 hasta 0,24 p[d-1], lo que indicaba que la
reduccién en la concentracién del hidrolizado de soja no conduce a una mejor o0 mas constante tasa de crecimiento
de las células (Figura 4A).

Por el contrario, Unicamente se observaron variaciones menores en la productividad volumétrica del FVIII (Figura
3B) y en las tasas de crecimiento especificas (Figura 4B) entre los mismos lotes de hidrolizado de soja en las células
crecidas en medio BAV que contiene un 0,25 % (p/v) de hidrolizado de soja cuando se complementaba con 1 mg/L
de putrescina - 2 HCI. La adicién de 1 mg/L de putrescina - 2 HC| compensa aproximadamente la reduccién de esta
poliamina mediante la reduccidén en la concentraciéon del hidrolizado de soja desde el 0,4 % (p/v) hasta el 0,25 %
(p/v). A partir de esto puede concluirse que no es la concentraciéon de la propia poliamina sino la adicién de la
poliamina en combinacién con la reduccién de las concentraciones de hidrolizado de soja lo que conduce a una
reduccién de las sustancias inhibidoras que reducen el crecimiento y la productividad (véase el Ejemplo 5).
Adicionalmente, la adicién de putrescina también conduce a un aumento mayor que proporcional en la productividad
volumétrica del FVIII debido a un aumento en la productividad especifica celular del FVIII (Figura 5).

Por lo tanto, la adicién de putrescina a un medio de cultivo celular exento de proteinas animales no sélo promueve la
tasa de expresién proteica de las células cultivadas, sino que también reduce la cantidad de hidrolizado vegetal que
debe incluirse en el medio de cultivo con objeto de obtener el mismo crecimiento celular. Como resultado, el medio
de cultivo se ve menos afectado por la variacién interlote en la calidad del hidrolizado vegetal, y por lo tanto se
consigue una mejora global en las condiciones de cultivo celular.

Ejemplo 8

La Figura 5 comprende el analisis estadistico de los Ejemplos mostrados en las Figuras 1, 2 y 4: las células GD8/6
se complementaron con medio BAV que contenia un 0,4 % (p/v) de hidrolizado de soja o un 0,25 % (p/v) o un 0,25
% (p/v) de hidrolizado de soja y 1 mg/L de putrescina - 2 HCI. Las desviaciones estandar se calculan basandose en
cinco lotes seleccionados de hidrolizados de soja (K119-1, K138-1, M022963, MD24423, M022453). La
productividad volumétrica y especifica celular del FVIIl y la tasa de crecimiento especifica con un 0,25 % (p/v) de
hidrolizado de soja era menor que con un 0,4 % (p/v) de hidrolizado de soja, lo que confirma el éptimo representado
en la Figura 2. Sin embargo, la productividad volumétrica y especifica celular del FVIII y la tasa de crecimiento
especifica aumenta en el medio de cultivo celular que contiene un 0,25 % (p/v) de hidrolizado de soja + 1 mg/L de
putrescina - 2 HCI. Ademas, la desviacién estandar calculada a partir de cinco lotes diferentes de hidrolizados de
soja estéd significativamente reducida (cotéjese la Figura 5 [QP [U/L/D] = productividad volumétrica; qp [mU/106
células/dia] = productividad especifica celular).

Ejemplo 9

Los Ejemplos 7 y 8 muestran que la putrescina es un compuesto activo que sustenta el crecimiento celular, y méas
especificamente, la expresién de proteinas. Por lo tanto, se analizé cuantitativamente la concentracién de putrescina
procedente de diferentes lotes de hidrolizado de soja de 2 proveedores diferentes (Quest y DMV) mediante un
procedimiento por HPLC y se evalu6 estadisticamente. La concentracién en los medios de cultivo celular preparados
con el hidrolizado de soja de ambos proveedores fue de aproximadamente 2,3 mg/L de putrescina, cuando se
afladia hidrolizado de soja al medio a una concentracién del 0,4 % (p/v) (cotéjese la Figura 6).

Ejemplo 10
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Se hicieron crecer células ARH77 (linea celular linfoblastoide humana que expresa de forma estable higG) en un
cultivo por perfusién tras la inmovilizacién sobre microportadores macroporosos en el tanque de un biorreactor de 80
L agitado a 37 °C, pH 7,0 — 7,2 y pO2 del 20 — 80 % de saturacién de aire, abastecido con medio BAV que contiene
un 0,4 % (p/v) de hidrolizado de soja o un 0,25 % (p/v) de hidrolizado de soja + 1,8 mg/L de putrescina - 2 HCI. Se
calcularon las medias aritméticas y las desviaciones estandar a partir de los datos puntuales que representaban los
estados estacionarios para las respectivas formulaciones de medio. La hlgG volumétrica-productividad volumétrica /
productividad especifica celular en medio BAV complementado con un 0,4 % (p/v) de hidrolizado de soja era menor
que el medio BAV complementado con un 0,25 % (p/v) de hidrolizado de soja + 1,8 mg/L de putrescina - 2 HCI. Este
experimento indica que la composicion del medio segun la presente invencién es capaz de promover también la
expresidon de anticuerpos monoclonales a partir de una linea celular transformada. Ademas, la composicién
especifica del medio también puede usarse en cultivos por perfusidén (cotéjese la Figura 7).

Ejemplo 11

Se hicieron crecer hasta confluencia células BHK recombinantes en un medio que contenia suero bovino fetal al 5 %
(v/v). Las células se lavaron con un medio exento de proteinas y se incubaron durante 3 dias en medio BAV
complementado con un 0,25 % (p/v) de hidrolizado de soja o un 0,25 % (p/v) de hidrolizado de soja + 1,8 mg/L de
putrescina - 2 HCI (Figura 8). Dado que en este experimento no se realizdé ningln recuento celular, se midié la tasa
de consumo de glucosa (g/L) durante tres dias para probar la biomasa equivalente en el sistema de cultivo. La
actividad de la EPO (mU/ml) se correlaciond con la tasa de consumo de glucosa (g/L) durante tres dias. La adicién
de putrescina proporciona un aumento del 16 % en la productividad de EPO en comparacién con un medio BAV
complementado simplemente con un 0,25 % (p/v) de peptona de soja. Este experimento también indica que la
composicién del medio segln la presente invencién es capaz de promover la expresién de diferentes proteinas
recombinantes.

Ejemplo 12

Para probar el efecto especifico de la putrescina, la ornitina y la espermina en un amplio intervalo de
concentraciones (de 0 — 18 mg/L equivalentes a 0 — 10 mg/L de la poliamina sin --HCI) se lleva a cabo un
experimento en el que las células GD8/6 se incubaron en matraces de agitacién Techne a 1 — 1,5 E06 células / ml
en medio BAV que contenia un 0,25 % y un 0,4 % de hidrolizado de soja sin poliaminas, y en medio BAV que
contenia la reducida concentracién de hidrolizado de soja del 0,25 % con las poliaminas en el intervalo de
concentraciones mencionado anteriormente. Las tres poliaminas del intervalo de concentraciones investigado dieron
como resultado un aumento significativo en la productividad especifica celular (expresado en mU/106 células / dia)
en comparacién con la formulacién del medio no complementado con un 0,25 % de hidrolizado de soja, o la
concentracién aumentada del 0,4 %. El aumento en la productividad especifica celular claramente no se correlaciona
con un aumento en la tasa de crecimiento especifica, lo que confirma el efecto especifico sobre la tasa de expresién
del FVIIl recombinante de las células GD8/6 (Figura 9).

Por ejemplo, la presente descripcién se refiere a los siguientes puntos:

1. Un medio de cultivo celular exento de proteinas animales que comprende al menos una poliamina y al
menos un hidrolizado de proteinas derivado del grupo formado por vegetales y levaduras.

2. El medio de cultivo celular exento de proteinas animales segun el punto 1, en el que la poliamina esta
presente en el medio de cultivo en una concentracibn que varia desde aproximadamente 0,5 hasta
aproximadamente 10 mg/L.

3. El medio de cultivo celular exento de proteinas animales segln el punto 1, en el que la poliamina se elige
del grupo formado por cadaverina, putrescina, espermidina, espermina, agmatina, ornitina y una combinacién de las
mismas.

4. El medio de cultivo celular exento de proteinas animales segln el punto 1, en el que la poliamina es
putrescina en una concentracién que varia desde aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 10 mg/L, y el
hidrolizado de proteinas es hidrolizado de soja en una concentracién que varia desde aproximadamente el 0,05 %
(p/v) hasta aproximadamente el 5 % (p/v)

5. El medio de cultivo celular exento de proteinas animales segun el punto 1, en el que la poliamina se origina
a partir de una fuente distinta a un hidrolizado de proteinas.

6. El medio de cultivo celular exento de proteinas animales segun el punto 1, en el que la poliamina esta
presente en el medio de cultivo en una concentracién que varia desde aproximadamente 0,5 hasta 30 mg/L.

7. El medio de cultivo celular exento de proteinas animales segun el punto 1, en el que el hidrolizado de
proteinas esta presente en el medio de cultivo en una concentracién total que varia desde aproximadamente el 0,05
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% (p/v) hasta aproximadamente el 5 % (p/v) para todos los hidrolizados de proteinas.

8. El medio de cultivo celular exento de proteinas animales segun el punto 1, en el que el hidrolizado de
proteinas deriva de una planta elegida del grupo formado por cereales y soja.

9. Un procedimiento para cultivar células, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar un medio de cultivo celular exento de proteinas animales segun el punto 1, y

(b) propagar las células en el medio para formar un cultivo celular.

10. El procedimiento segln el punto 9, en el que las células se eligen del grupo formado por células de

mamifero, células de insecto, células de ave, células bacterianas y células de levadura.

11. El procedimiento segln el punto 9, en el que las células se cultivan mediante un procedimiento elegido del
grupo formado por cultivo discontinuo, cultivo discontinuo alimentado, cultivo por perfusidn y cultivo quimioestatico.

12. Un procedimiento para expresar una proteina objetivo, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un cultivo de células que se han hecho crecer en un medio de cultivo celular exento de
proteinas animales segun el punto 1;

b) introducir en las células una secuencia de acidos nucleicos que comprende una secuencia que codifica
para la proteina objetivo;

c) seleccionar las células portadoras de la secuencia de acidos nucleicos; e
d) inducir selectivamente la expresién de la proteina objetivo en las células.
13. El procedimiento segln el punto 12, en el que las células se eligen del grupo formado por células de

mamifero, células de insecto, células de ave, células bacterianas y células de levadura.

14. El procedimiento segun el punto 12 en el que la combinacién de célula / proteina objetivo se elige del grupo
formado por células CHO / factor de coagulacién VI, células BHK / eritropoyetina, virus de Epstein Barr
transformado, linfocitos B humanos inmortalizados / anticuerpos humanos.

15. El procedimiento segun el punto 12, en el que las células se cultivan mediante un procedimiento elegido del
grupo formado por cultivo discontinuo, cultivo discontinuo alimentado, cultivo por perfusidn y cultivo quimioestatico.

16. Un procedimiento para producir un virus, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un cultivo de células que se han hecho crecer en un medio de cultivo celular exento de
proteinas animales segun el punto 1;

b) infectar las células con el virus;

c) seleccionar las células infectadas por el virus; e

d) incubar las células para propagar el virus.

17. El procedimiento segln el punto 16, en el que las células se eligen del grupo formado por células de

mamifero, células de insecto, células de ave, células bacterianas y células de levadura.

18. El procedimiento segun el punto 16, en el que la combinacién de célula / virus se elige del grupo formado
por célula Vero / vacuna atenuada, célula Vero / vacuna, célula Vero / hepatitis A, célula Vero / virus de la gripe,
célula Vero / virus del Nilo occidental, célula Vero / virus del SARS y células embrionarias de pollo / virus de la
FSME.

19. El procedimiento segln el punto 16, en el que las células se cultivan mediante un procedimiento elegido del
grupo formado por cultivo discontinuo, cultivo discontinuo alimentado, cultivo por perfusién y cultivo quimioestatico.
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REIVINDICACIONES
Procedimiento para expresar una proteina objetivo, que comprende las etapas de:
a) hacer crecer un cultivo de células en un medio de cultivo celular exento de proteinas animales,
comprendiendo el medio de cultivo putrescina e hidrolizado de soja, en el que la putrescina esta presente
en el medio de cultivo en una concentracién que varia desde 0,5 hasta 10 mg/l y el hidrolizado de soja esta
presente en una concentracién que varia desde el 0,05 % (p/v) hasta el 1 % (p/v);

b) introducir en las células una secuencia de &cidos nucleicos que comprende una secuencia que
codifica para la proteina objetivo;

c) seleccionar las células portadoras de la secuencia de acidos nucleicos; e

d) inducir selectivamente la expresién de la proteina objetivo en las células,

en el que la combinacién de célula / proteina objetivo son células CHO / factor de coagulacion VIII.
Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que las células se cultivan mediante un procedimiento

elegido del grupo formado por cultivo discontinuo, cultivo discontinuo alimentado, cultivo por perfusién y
cultivo quimioestético.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura s
+- Desviacion : Hidrolizado Hidrolizado Hidrolizado de so}a al
Estandar de soja al de soja al 0,25% + 1 mgiml de
de la Media 3,4% 0,25% putrescina « 2 HC}

ap [ UiLiog
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Qp
{mil 10E08
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pld?]
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Figura 6
Putrescina Media de los lotes
fmg/mL]

Quest Hy Pep 1510 2,24 s 20
‘ iotal

DMV SE 50 MAF 2,41 n= 6

total

Quast + DMV {otal 2,28 n= 26

18




ES 2394746 TS

Figura 7
+/- Desviacidn Hidrolizado Hidrolizado de soja
Estandar de de soja al al 0,25%
la Media i 0,4% +1,8 mg/mbL de

putrescina » 2 HCJ

Productividad 12,2 +- 1,6 | 18,5 i~ 3,5
Volumetrica |
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Figura 8
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Figura 9
Qp Qp u absoluta | u relativa
absoluta relativa fo-1} [}
[mU/MOEDS célulasidia] {9}

BAY - S a'grg!25% o 504 106 8,358 100
sirt aminas bidgenas
BAV sin soja 238 47 0,288 83
sin aminas bidgenas
BAVY - 8P al (4% 813 132 0,407 143
sin aminas bidgenas
BAV - SP al 0.25% 310 T80 0,265 78
pulrascina » 2 HC{,
3,6 mgiL
BAV - SP af 0.25% 897 128 4,368 88
puirescing « 2 HCI, 18 mg/t
BAV - SP af 0,25% 887 130 0,283 78
omitina » HCHL 2.5 mgil
BAV - 8P al 0,25% 883 177 0,288 83
omitina » HC!, 12,5 mgil
BAV - SP ai 0,25% 752 148 0,328 3
esparmina « 4 HCHL 3.4 mgiL
BAV - SP al 0.25% 1634 205 8,372 104
gsperoina « 4 HCL, 117 mgfl
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