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DESCRIPCION
Proceso escalable para cultivar células PER.C6 y producir productos a partir de estas

La invencion se refiere al campo de la biotecnologia. En particular, se refiere al cultivo de células humanas. Mas
particularmente, se refiere al cultivo adherente de células PER.C6.

Antecedentes de la invencion

Las células de mamifero se cultivan de manera adherente o en suspension, dependiendo del tipo de célula. Por
motivos de escalabilidad, la tendencia es la de adaptar células adherentes a cultivos en suspension. La capacidad
para adaptar muchos tipos celulares al cultivo en suspensién y el uso de aditivos poliméricos para reducir el dafio
por cizalladura han permitido la aplicaciéon extendida del cultivo en suspensién, que es el sistema de eleccion para
aplicaciones a gran escala (Chu y Robinson, 2001).

El aumento de escala de células adherentes es mucho mas dificil de lograr y ha dado lugar a una gran cantidad de
sistemas de cultivo alternativos. Un sistema particular que permite el aumento de escala de células adherentes son
los cultivos con microtransportadores. La ventaja de esta metodologia es que las células, cuando crecen en
pequefios transportadores, pueden tratarse como un cultivo en suspensién con todas las ventajas de un gran
aumento de escala unitario, homogeneidad y condiciones ambientales facilmente controladas (Griffiths, 2001).
Ademas, los cultivos en microtransportador ofrecen una gran proporcion de superficie a volumen que da lugar a
rendimientos de alta densidad celular y a un potencial para obtener productos celulares altamente concentrados.

Se han producido varios avances en la tecnologia de microtransportadores. Se han optimizado la capacidad del
grupo de carga y el tamafio de la perla de los microtransportadores para potenciar el crecimiento celular. Se han
aplicado materiales de recubrimiento, tales como colageno/gelatina, vidrio, ProNectin y poli-lisina a las superficies de
los microtransportadores. Se han introducido mas materiales transportadores de matriz, incluyendo DEAE dextrano,
colageno/gelatina, vidrio, poliestireno, poliacrilamida y celulosa (Kong et al., 1999).

Los cultivos de células adherentes se usan ampliamente en la industria biofarmacéutica, por ejemplo, para la
produccion de factores de coagulacion recombinantes (por ejemplo, el documento US 2006/0194289) o la
produccién de vacunas contra la gripe (Brands et al., 1999). Se usan diferentes lineas celulares en estos procesos
incluyendo CHO, BHK, MDCK y Vero (Bruhl et al., 2001; Rourou et al., 2007).

Hay disponible un gran nimero de microtransportadores y debe ensayarse la capacidad de las células para proliferar
de manera satisfactoria en microtransportadores para cada linea celular.

La linea celular humana PER.C6, que se usa para la produccion de anticuerpos, vacunas y proteinas recombinantes
(Jones et al.,, 2003; documento WO 00/63403; WO 01/38624), es particularmente adecuada para cultivo en
suspension (Yallop et al., 2005). Sin embargo, para la producciéon de algunos productos, las células PER.C6 pueden
cultivarse preferentemente de manera adherente.

Subramanian et al., divulgan el cultivo adherente de PER.C6 en matraces T y la produccion de particulas de
adenovirus tras la transfeccion. Subramanian et al también divulga que las células PER.C6 no se unen facilmente a
los sustratos del cultivo celular y las células PER.C6 tuvieron que adaptarse a las condiciones de cultivo adherente.
El documento WO 2008/081025 describe el cultivo adherente de células PER.C6 en botellas rotatorias para producir
factor XI recombinante. Aunque las células PER.C6 se han cultivado de manera adherente en matraces a pequefia
escala, no se han descrito hasta la fecha procesos escalables de cultivo adherente de células PER.C6.

La posibilidad de cultivar células PER.C6 de manera adherente combinada con la capacidad para aumentar la
escala del cultivo podria ampliar el intervalo de aplicaciones para la linea celular PER.C6.

Sumario de la invencion

Sorprendentemente, se ha descubierto que las células PER.C6 no se adhieren y crecen bien en la mayoria de
microtransportadores disponibles comercialmente en la actualidad salvo para microtransportadores cargados
positivamente. Ademas, las células PER.C6 pueden, sorprendentemente, desprenderse facilmente de estos
transportadores. Esto permite que las células PER.C6 se subcultiven de un biorreactor a otro, lo que es una ventaja
para el aumento de escala del proceso.

La presente invencion proporciona un método para cultivar células PER.C6 de manera adherente que comprende a)
unir dichas células a las superficies de uno o mas microtransportadores recubiertos con DEAE; y b) cultivar dichas
células en medio de cultivo.

En otras realizaciones, el método de la invencion comprende ademas una etapa de: c¢) desprender dichas células de
los microtransportadores y posteriormente cultivar adicionalmente dichas células.
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En otra realizacion de la invencion dichas células producen un producto. En una realizacion preferida, dicho producto
es una proteina. En otra realizacion preferida, dicho producto es un factor de coagulacién de la sangre.

Es también un objeto de la presente invencion proporcionar un método para producir un producto por una célula
PER.C6, comprendiendo el método de la invenciéon y comprendiendo ademds una etapa de: d) recoger el producto.

La invencion también proporciona un cultivo celular que comprende células PER.C6 unidas a microtransportadores
recubiertos con DEAE, en el que dichos microtransportadores estan cargados positivamente.

Breve descripcion de las figuras.

Fig. 1: Una representacion de un cultivo, en la que las células no se unieron a los transportadores (referencia al
ejemplo 2).

Fig. 2: Una representacion de un cultivo, en el que las células se distribuyeron de manera no homogénea y tendieron
a crecer en grandes cimulos unidos a uno o mas transportadores (referencia al ejemplo 2).

Fig. 3: Una representacién de células PER.C6 en microtransportadores Cytodex-1.

Fig. 4: Crecimiento de células PER.C6 en microtransportadores Cytodex-1 cargados positivamente.

Fig. 5: Concentraciones de metabolitos en cultivo de células PER.C6 creciendo de manera adherente en
microtransportadores Cytodex-1.

Fig. 6: Concentraciones de metabolitos en cultivo de células PER.C6 creciendo de manera adherente en
microtransportadores Cytopore-1.

Fig. 7: Concentraciones de metabolitos en cultivo de células PER.C6 creciendo de manera adherente en
microtransportadores Cytopore-2.

Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con estos y otros objetos, la presente invencion proporciona métodos para cultivar de manera adherente
células PER.C6, que comprenden las etapas de unir dichas células a las superficies de microtransportadores
cargados positivamente, cultivar dichas células en medio de cultivo celular, desprender dichas células de los
microtransportadores y cultivar adicionalmente dichas células.

Las "células adherentes" son células, incluyendo células de mamifero que se unen a la superficie, por ejemplo, una
superficie de matraz de cultivo tisular o una superficie de una particula microtransportadora, para replicar en cultivo
tisular.

Las células de la invencion proceden de células HER inmortalizadas en E1, tales como células PER.C6. Las células
PER.C6 para los fines de la presente solicitud se han descrito en la Patente de Estados Unidos 5.994.128 y debe
significar células de un pase aguas arriba o aguas abajo o un descendente de un pase aguas arriba o aguas abajo
de células, tal como se ha depositado con el n.° ECACC 96022940.

"Microtransportadores” se refiere a particulas, perlas o granulos Utiles para la unién y crecimiento de células
adherentes en cultivo. Los microtransportadores tienen las siguientes propiedades: (a) Son lo suficientemente
pequefios para permitir su uso en cultivos en suspension (con una velocidad de agitacién que no provoca un dafio
por cizalladura significativo a los microtransportadores o a las células); (b) Son solidos, o tienen un nucleo sélido con
un recubrimiento poroso en la superficie; y (c) Sus superficies (superficie exterior e interior en caso de
transportadores porosos) pueden estar cargadas o no positivamente, Los microtransportadores pueden, por ejemplo,
pero sin limitacién, estar basados en poliestireno, celulosa, polietileno o dextrano, lo que significa que la matriz de
los transportadores puede estar formada de diferentes materiales, por ejemplo, poliestireno, celulosa, polietileno o
dextrano. Ademas, los microtransportadores pueden recubrirse con un factor de adhesion, tal como gelatina,
fibronectina, laminina, colageno, vitronectina o tenascina. Estas caracteristicas distintivas influencian la capacidad de
union de diferentes tipos celulares a los microtransportadores y la capacidad de las células para crecer en
microtransportadores.

En un aspecto, los microtransportadores tienen un diametro general de particula de entre aproximadamente 150 y
350 um. En un aspecto, tienen una densidad de carga positiva de entre aproximadamente 0,8 y 3,0 meq/g. La caga
positiva la proporcionan los grupos de DEAE (N,N,-dietilaminoetilo). También puede proporcionarse la carga positiva
por otros grupos, por ejemplo, se sabe que los grupos DEAE también se usan en cromatografia de intercambio
aniénico, donde también se usan grupos con carga positiva alternativos, tales como grupos de amonio cuaternario.
Por lo tanto también es posible que dichos grupos positivos alternativos puedan acoplarse también a
microtransportadores y usarse de acuerdo con la invencion. Los microtransportadores (tiles estan disponibles
comercialmente, por ejemplo, con el nombre Cytodex 1, Cytopore 1 y Cytopore 2 (de GE Healthcare). En
determinadas realizaciones, el microtransportador es un transportador sélido (por ejemplo, Cytodex-1). La particula
transportadora también puede ser un microtransportador poroso (por ejemplo, Cytopore 1 y Cytopore 2).

En la presente invencion, se ensayaron diferentes lineas celulares respecto de su capacidad para adherirse a varios
tipos de microtransportadores comercialmente disponibles. Se descubrié que las células CHO pueden cultivarse
satisfactoriamente en todos los tipos de microtransportadores ensayados. Por el contrario, las células PER.C6 no
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pudieron unirse a ninguno de estos microtransportadores, a excepcion de los microtransportadores cargados
positivamente. De hecho, se ha descubierto sorprendentemente que las células PER.C6 pueden unirse
exclusivamente a microtransportadores cargados positivamente. Los microtransportadores usados de acuerdo con el
método de la invencién estan por lo tanto cargados positivamente. Los microtransportadores, que se unen a células
PER.C6, comprenden una matriz de dextrano reticulada que se sustituye con grupos de N,N-dietilaminoetilo (DEAE)
cargados positivamente. Los grupos cargados se distribuyen a lo largo de la matriz del microtransportador. En el
presente documento se cita a un microtransportador que comprende una matriz reticulada de dextrano como
"basado en dextrano". En otras realizaciones de la presente invencion, los microtransportadores cargados
positivamente estan "basados en celulosa". En determinadas realizaciones, los microtransportadores no estan
recubiertos con un factor de adhesion.

El método de la invencion permite cultivar células adherentes en medio de cultivo convencional (GE Healthcare,
Macrocarrier cell culture. Principles and methods. 18-1140-62). En realizaciones preferidas, el medio contiene suero.
El suero, que se usa para suplementar el medio de cultivo, puede proceder de una diversidad de fuentes, y se usa a
concentraciones en el intervalo del 0,1 % al 30 % (v/v). El suero cumple varias funciones. En primer lugar, ayuda a
las células a unirse a la superficie de cultivo. En segundo lugar, los factores de crecimiento y las hormonas en el
suero promueven la proliferacion celular. El suero también tiene un efecto protector en las células y productos. Una
funcién adicional del suero es proporcionar inhibidores de proteasas que inactiven a enzimas proteoliticas usadas en
el subcultivo rutinario.

Las células se cultivan en recipientes convencionales, tales como matraces de agitacion, botellas rotatorias y
similares. Se encuentra dentro del conocimiento de un experto en la materia la seleccion del medio y de las
condiciones de crecimiento Optimas, tales como suplementos del medio, suero, temperatura, pH, velocidad de
agitacion, concentracion del microtransportador, etc. (GE Healthcare. Macrocarrier cell culture. Principles and
methods. 18-1140-62). La concentracién del microtransportador al comienzo del cultivo celular se encuentra
preferentemente en el intervalo de 1-2 g/l. La densidad celular del cultivo se encuentra preferentemente en entre 0,1
y 0,3 millones de células viables por ml.

Para aumentar la escala del proceso, se prefiere que las células adherentes puedan desprenderse de los
transportadores y subcultivarse en un volumen mayor. Las células adherentes pueden, por ejemplo, desprenderse
de los transportadores mediante la adicion de enzimas proteoliticas, tales como, sin limitacion, dispasa, colagenasa
o tripsina al medio. En determinadas realizaciones, la enzima proteolitica de acuerdo con la invencién es tripsina.

Sorprendentemente, se descubrid que tras la adicidon de tripsina, las células PER.C6 se desprenden facilmente de
los microtransportadores cargados positivamente. Esto era en gran medida inesperado teniendo en consideracion el
hecho de el fabricante especifica que estos transportadores especificos se unen fuertemente a las lineas celulares y
gue por lo tanto estos se usan ampliamente como transportadores para las etapas finales de la produccion (GE
Healthcare. Macrocarrier cell culture. Principles and methods. 18-1140-62).

De acuerdo con una realizacién preferida de la invencién, las células adherentes pueden desprenderse de los
transportadores y transferirse a un envase con un volumen mayor. En una realizacion preferida, las células vuelven
a unirse a los microtransportadores y se cultivan adicionalmente. Esta realizacion permite el uso de las células
adherentes en un proceso industrial, lo que normalmente requiere de varias etapas de aumento de escala.

Otro aspecto de la invencién proporciona un método para la produccion de un producto por células PER.C6
adherentes que comprende las etapas de unir las células PER.C6 a la superficie de los microtransportadores,
cultivar dichas células en medio de cultivo, en el que el producto se libera por dichas células y posteriormente se
recoge el producto producido.

De acuerdo con una realizacion del método, el producto producido por las células adherentes de la invencién puede
ser una proteina, como por ejemplo, pero sin limitacién, factores de coagulacion de la sangre (por ejemplo, factor V,
VIII, 1X, X, Xl, factor V resistente a APC). Para la produccion de proteinas, las células de la invencion comprenden
sustancialmente acido nucleico, que codifica a dichas proteinas, en asociacion operativa con elementos capaces de
dirigir la expresion de dichas proteinas (véase, por ejemplo, el documento WO 00/63403).

Ademas, las células adherentes de la invencién pueden usarse para la produccion de virus por las células (véase,
por ejemplo, el documento WO 01/38362), ya que algunos virus pueden infectar a células de manera mas eficaz
cuando las células son adherentes. Por lo tanto, un producto producido mediante los métodos de la invencién puede
ser en algunas realizaciones un virus.

Los expertos en la materia conocen métodos para recoger y purificar adicionalmente el producto, quienes son
capaces de disefiar un proceso aguas abajo adecuado para recuperar dicho producto a partir de una suspensién
celular.

La presente invencién, por primera vez, divulga células PER.C6 unidas a microtransportadores. Por lo tanto, otro
aspecto de la invencién proporciona un cultivo celular de células PER.C6 adherentes unidas a microtransportadores,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2558436 T3

en el que dichos microtransportadores estan cargados positivamente. En determinadas realizaciones, dichos
microtransportadores estan basados en dextrano. En otras realizaciones, dichos microtransportadores estan
basados en celulosa. Dichos cultivos celulares pueden usarse en procesos de acuerdo con la invencion y, por
ejemplo, en el aumento de escala.

De acuerdo con la invencion, dicho cultivo celular comprende medio de cultivo y los microtransportadores. Se
encuentra dentro del conocimiento del experto en la materia la seleccién de los componentes del medio adecuados
para permitir un crecimiento celular y una produccion de producto maximos (GE Healthcare. Macrocarrier cell
culture. Principles and methods. 18-1140-62). En una realizacion concreta, el medio contiene suero. Los
componentes del suero pueden tener una funcién protectora para los productos que tienden a ser inestables, por
ejemplo, anticuerpos o factores de coagulacion de la sangre (por ejemplo, factor V, VII, IX, X, XI, factor V resistente
a APC). El cultivo celular puede comprender ademas producto producido por las células.

Habiendo descrito de manera general la presente invencioén, la misma se entendera por referencia a los siguientes
ejemplos, que se proporcionan en el presente documento con fines Unicamente ilustrativos y no pretenden ser
limitantes a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplos
Ejemplo 1: Cultivo de células CHO en microtransportadores usados de manera comun.

Se ensayo la capacidad de las células CHO para adherirse a varios microtransportadores incluyendo Cytodex-1 y
Cytodex-3 (GE Healthcare); 2D Microhex y Biosilon (Nunc); HyQsphere CGEN 102-L, Pro-F 102-L, P102-L, Fact
102-L (Hyclone). Las células CHO se cultivaron en dichos microtransportadores de acuerdo con métodos
convencionales. La cantidad de transportadores recomendada por los fabricantes (1-20 g/l) se esterilizo, se lavé con
medio de cultivo y se incubaron en configuraciones adecuadas en matraces rotatorios durante 30 min. Las células,
que se obtuvieron mediante tripsinizacion de cultivos en matraces T, se inocularon a una densidad de 0,1-0,2x10E6
células/ml, seguiin se recomienda por el fabricante. Las células se cultivaron en matraces de agitacion que contenian
75 ml de medio de DMEM:F12 suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % en un incubador humidificado a
37°Cy COz al 5% y 30 rpm. El cultivo de células CHO-K1, unidas a los microtransportadores anteriormente
mencionados, se llevd a cabo de manera satisfactoria. En todos los casos, las células se unieron bien a los
transportadores, se logré el crecimiento en confluencia en los transportadores y se obtuvieron cultivos homogéneos.

Ejemplo 2: Cultivo de células PER.C6 en microtransportadores usados de manera comun.

Se ensayaron células PER.C6 en microtransportadores similares a los del ejemplo anterior (tabla 1), de acuerdo con
el mismo protocolo. Parecia que las células PER.C6 no podian cultivarse satisfactoriamente en ninguno de los
siguientes transportadores: Cytodex-3 (GE Healthcare); 2D Microhex y Biosilon (Nunc); HyQsphere CGEN 102-L,
Pro-F 102-L, P102-L, Fact 102-L (Hyclone). En algunos casos, las células no se unieron al transportador (se muestra
una representaciéon de dicho cultivo en la fig. 1), y en otros casos, las células no se distribuyeron de manera
homogénea y tendieron a crecer en grandes cumulos unidos a uno o mas transportadores (se muestra una
representacion de dicho cultivo en la fig. 2).

Ejemplo 3: Cultivo satisfactorio de células PER.C6 en microtransportadores cargados positivamente.

También se ensayaron células PER.C6 en microtransportador cargado positivamente (Cytodex-1) de acuerdo con el
protocolo descrito en el ejemplo 1. Las células crecieron hasta la confluencia en aproximadamente 4-5 dias (se
muestra un cultivo no confluente en el dia 3 en la fig. 3) y se logré una homogeneidad suficiente del cultivo (es decir,
las células se distribuyeron de manera uniforme sobre los microtransportadores). Se ensayaron cuatro lineas
celulares PER.C6 diferentes que expresaban diferentes glucoproteinas. Todas se cultivaron satisfactoriamente en
microtransportadores cargados positivamente.

Ya que las células se adhieren fuertemente a microtransportadores cargados positivamente, el uso de este tipo de
transportadores el fabricante los recomienda para el cultivo de produccién final (GE Healthcare. Macrocarrier cell
culture. Principles and methods. 18-1140-62). Se ensay0 la posibilidad de desprender células viables de estos
microtransportadores y de hecho, las células CHO no podian desprenderse de los microtransportadores cargados
positivamente.

Sorprendentemente, se descubrié que las células PER.C6 podian desprenderse de los transportadores cargados
positivamente mediante tripsinizacion.

Tabla 1. Resumen de los resultados de los ejemplos 1, 2y 3.

Descripcion del microtransportador | Resultados propios con Crucell
Nombre Carga | PER.C6 CHO

2D Microhex Si () - +
Cytodex-1 Si(+) |+ +
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Descripcion del microtransportador | Resultados propios con Crucell
Cytodex-3 No - +
Biosilon Si (-) - +
HyQSphere CGEN 102L | No - +
HyQSphere Pro-F 102L No - +
HyQSphere P102L No - +

En general, puede concluirse que las células PER.C6 no crecen bien en la mayoria de microtransportadores
comercialmente disponibles en la actualidad salvo para los microtransportadores cargados positivamente. Ademas,
las células PER.C6 pueden desprenderse de estos transportadores mediante tripsinizacion. Esto permite el
subcultivo y por lo tanto el aumento de escala del proceso, lo que es necesario para un proceso industrial.

Aparte del microtransportador cargado positivamente Cytodex-1, se ensayaron dos microtransportadores cargados
positivamente macroporosos (Cytopore-1 y Cytopore-2) y se demostré que las células PER.C6 podian cultivarse
satisfactoriamente en estos microtransportadores cargados positivamente alternativos. Las figuras 5, 6 y 7 muestran
el consumo de glucosa y la producciéon de lactato de células PER.C6 que crecen de manera adherente en
microtransportadores macroporosos cargados positivamente. La disminucion en la concentracién de glucosa y el
aumento en la produccion de lactato después de cada pase demuestran que las células PER.C6 se cultivaron
satisfactoriamente en estos microtransportadores.

Ejemplo 4: Cultivo por lotes de células PER.C6 en transportadores cargados positivamente en matraces rotatorios.

En este ejemplo, se cultivaron células PER.C6 sobre transportadores cargados positivamente en matraces
rotatorios. Las células se inocularon a una densidad de 0,1-0,2x10E6 células/ml en medio DMEM suplementado con
FBS al 10 %. En el momento de la inoculacion, cada perla contenia entre 10 y 90 células, tal como se muestra en la
Fig. 4. Después de 9 dias, se alcanzaron concentraciones celulares de aproximadamente 5x10E6 cv/ml, con
aproximadamente 1000 células/perla (cultivo en confluencia). Se obtuvieron cultivos celulares satisfactorios en
intervalos amplios de los parametros operativos convencionales, tales como la velocidad del agitador (20-80 rpm) y
volumen de trabajo (150-250 ml).

Ejemplo 5: Cultivo por lotes de células PER.C6 sobre transportadores cargados positivamente en biorreactores.

Se cultivaron células PER.C6 sobre transportadores cargados positivamente en biorreactores de 2 I. Las células se
cultivaron satisfactoriamente. Las células se unieron bien a los transportadores, lograndose el crecimiento confluente
sobre los transportadores y se obtuvieron cultivos homogéneos.

Ejemplo 6: Produccion de proteinas recombinantes por células PER.C6 sobre transportadores cargados
positivamente.

Se midieron los niveles de produccion de varios productos producidos por células PER.C6 sobre
microtransportadores cargados positivamente (en matraces agitados). Se descubrié que los niveles de produccion
de estas proteinas estaban en el intervalo de niveles obtenidos previamente en sistemas de referencia (matraces T).
Los niveles de produccion de las proteinas de factor V en transportadores cargados positivamente (en matraces
agitados) fueron de entre 1000-2000 ng/ml, comparado con los 1500-3000 ng/ml en un matraz T. Los niveles de
produccién de proteinas de factor XI sobre los mismos microtransportadores (en matraces agitados) fueron de entre
7000-12000 ng/ml, en comparacién con aproximadamente 15000 ng/ml en un matraz T.

Ejemplo 7: Proceso previsto.

Basandose en los resultados descritos se propone el proceso siguiente. Se aumenta la escala de cultivos previos de
células PER.C6 adherentes hasta escala de produccién usando microtransportadores Cytodex. Posteriormente, la
produccién (de por ejemplo, proteinas recombinantes) se lleva a cabo en uno o varios cultivos repetidos por lotes
(por ejemplo, 3-6) con cambio de medio. Para esta etapa final de produccion, se usan los microtransportadores
Cytodex-1. Como alternativa, pueden usarse también microtransportadores macroporosos. Esto puede ser ventajoso
ya que pueden alcanzarse densidades celulares mayores, y se ha observado que el crecimiento de las células
PER.C6 en estos transportadores era prometedor. Sin embargo, debido a que las células no pueden desprenderse
de estos transportadores, no son adecuados para las etapas intermedias de precultivo/aumento de escala.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para cultivar de manera adherente células PER.C6 depositadas con el n.° ECACC 96022940 que
comprende:

a) unir células PER.C6 a microtransportadores recubiertos con DEAE; y
b) cultivar dichas células en medio de cultivo.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa de:
c) desprender dichas células de los microtransportadores y posteriormente cultivar adicionalmente dichas células.

3. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichos
microtransportadores estan basados en dextrano.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichas células producen
un producto.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicho producto es una proteina.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicho producto es un factor de coagulacién de la sangre.
7. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4, 5 0 6, que ademas comprende una etapa de:
d) recoger el producto.

8. Un cultivo que comprende células PER.C6 depositadas con el n.° 96022940 unidas a microtransportadores
recubiertos con DEAE.
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