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DESCRIPCION
Métodos para la produccién de células que tienen un fenotipo de hepatocitos primarios humanos y composiciones
Introduccion

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus pequefio, con envoltura, de ARN de cadena positiva de la familia de
Flaviviridae que provoca la hepatitis aguda y crénica. Puede provocar cirrosis, carcinoma hepatocelular y esteatosis
en los individuos afectados. El genoma de 9,6 kb de VHC consiste en un tnico marco de lectura abierto, que codifica
una poliproteina de 3000 aminoacidos que se escinde co- y post-traduccionalmente. Varios estudios han informado
de factores humanos que apoyan la infeccion por VHC (Li et al. (2009) Proc Natl Acad Sci USA 106: 16410-16415;
Reiss et al. (2011) Cell Host Microbe 9: 32-45). Un nuamero significativo de estos factores desempefian un papel en
la organizacién de la vesicula, o en genes relacionados con la membrana y los lipidos. Por otro lado, también se
sabe que proteinas de VHC inducen cambios transcripcionales en las células infectadas (Blais et al. (2010) J
Proteoma Res 9: 912-923; Blais et al. (2010) J Biol Chem 285: 25602-25612; Joyce et al. (2009) PLoS pathogens 5:
€1000291; Singaravelu et al. (2010) Proteoma Sci 8:5; Walters et al. (2006) Virology Journal 3:37; Walters et al.
(2006) PLo0S pathogens 2: €59), por ejemplo mediante la formacién de la banda membranosa, la modulacion de vias
de la inmunidad innata y la induccién de vias de sintesis de lipidos. El documento WO 99/67362 describe el uso de
un medio de cultivo particular para la replicacion in vitro del virus de la hepatitis C en hepatocitos primarios de
mamifero.

Los sistemas de replicon subgenémicos de longitud completa y los modelos de infeccion por JFH-1 han
proporcionado conocimiento en la traduccidon de VHC y la replicacion, la entrada y la salida de ARN. La mayoria de
estos modelos se basan en células de Huh-7 o derivadas de Huh-7. El uso de células Huh-7 (o derivadas de ellas)
tiene muchas ventajas para el estudio in vitro del VHC. Estan facilmente disponibles, se dividen rapidamente y, por
tanto, permiten experimentos a gran escala. Sin embargo, estos sistemas no representan necesariamente con
precision los acontecimientos que se producen durante una infeccion por VHC natural in vivo, puesto que los
hepatocitos normalmente no se dividen y estan totalmente diferenciados. Se han hecho esfuerzos para evitar esto,
mediante la detencién del crecimiento de las células mediante la adicién de sulféxido de dimetilo al 1-2 % (DMSO,
un disolvente aprotico polar) al medio de cultivo celular (Sainz et al. (2006) J Virol 80:10253-10257), dando como
resultado la induccién de la expresion de genes especificos de hepatocitos.

Los hepatocitos primarios humanos recién aislados son légicamente un modelo in vitro mas representativo para
estudiar la infectividad del VHC. Sin embargo, la cantidad de virus producido en estas células es baja (normalmente
menos de 10° copias de ARN/ml) y para experimentos a largo plazo (mas de unos pocos dias) estas células tienen
que ser co-cultivadas con otros tipos celulares (Banaudha et al. (2010) Hepatology, 51: 1922-1932; Ploss et al. Proc.
Natl. Acad. Sciences 2010 vol. 107 n.° 7 3141-3145). Los hepatocitos primarios, por tanto, no son adecuados para la
produccioén de virus a gran escala.

Los titulos viricos de VHC se han conseguido en células Huh-7 o células derivadas de Huh-7 de aproximadamente
10° a 10’ copias de ARN por ml (aproximadamente 1 virus por célula). Sin embargo, estos titulos viricos son
generalmente demasiado bajos para proporcionar la produccion a escala comercial de particulas viricas.
Adicionalmente, la infeccion en células Huh7.5 solo ha sido posible con una variante atipica de VHC, JFH-1.

Existe una necesidad en el campo de un sistema de cultivo que pueda servir como modelo in vitro de hepatocitos
primarios humanos.

Sumario

La presente invencion proporciona un método de produccién de un cultivo celular que comprende células que tienen
un fenotipo de hepatocitos primarios humanos, comprendiendo el método: cultivar una estirpe celular de carcinoma
hepatocelular humano (hHCC) en un medio de cultivo que comprende suero humano durante mas de 11 dias en el
que dicho cultivo induce la diferenciacion de la estirpe celular hHCC en una célula que tiene un fenotipo de
hepatocito primario humano. La invencion también proporciona un cultivo celular que comprende: células que tienen
un fenotipo de un hepatocito primario humano, en el que las células son como se han definido en las
reivindicaciones, y un cultivo celular que comprende células de un cultivo celular infectadas viricamente como se
define en las reivindicaciones.

La presente divulgacién a continuacion en el presente documento también establece ("proporciona™) un ndmero de
otros métodos y composiciones como se analizan a continuacion en el presente documento. Sin embargo, la
invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacion proporciona métodos y composiciones relacionadas con cultivos in vitro de estirpes
celulares de hepatocitos humanos que presentan un fenotipo de hepatocito primario humano. Dichas estirpes
celulares son susceptibles a la infeccién por un virus hepatétrofo, tal como el VHC o el VHB, y soportan tanto la
replicacién virica como altos niveles de produccion de particulas viricas. Dichos cultivos in vitro encuentran un uso
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en la produccioén y el estudio de virus hepatoétrofos, asi como en métodos de cribado (por ejemplo, para farmacos
antiviricos, evaluacion del metabolismo del farmaco) y el estudio de hepatocitos primarios humanos.

La presente divulgacion proporciona métodos de produccion de un cultivo celular que comprende células que tienen
un fenotipo de hepatocito primario humano, método que comprende cultivar una estirpe celular de carcinoma
hepatocelular humano (hHCC) en un medio de cultivo que comprende suero humano durante mas de 11 dias, en el
que dicho cultivo induce la diferenciacion de la estirpe celular de hHCC en una célula que tiene un fenotipo de
hepatocito primario humano. En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende suero humano
aproximadamente del 1 % al 20 %, opcionalmente suero humano de aproximadamente el 2 % al 10 %. En algunas
realizaciones, la estirpe celular de hHCC es una estirpe celular Huh-7 o derivada de Huh-7. En algunas
realizaciones, el cultivo se realiza sin subcultivo después de 10 dias de cultivo en el medio de cultivo que comprende
suero humano. La presente divulgacion proporciona adicionalmente cultivos celulares que comprenden células
producidas por dichos métodos de cultivo.

La presente divulgacion proporciona cultivos celulares que comprenden células que tienen un fenotipo de un
hepatocito primario humano, en los que las células son la progenie diferenciada de una estirpe celular de hHCC; y
un medio de cultivo que comprende suero humano. En algunas realizaciones, el cultivo celular se ha mantenido de
forma continua durante al menos 7 dias, al menos 8 dias, al menos 10 dias, al menos 11 dias, al menos 12 dias, al
menos 13 dias, al menos 14 dias, al menos 15 dia, al menos 16 dias, al menos 17, al menos 18 dias, al menos 19
dias, al menos 20 dias o al menos 21 dias o0 mas. En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende suero
humano de aproximadamente el 1 % al 20 %, opcionalmente suero humano de aproximadamente el 2 % al 10 %. En
algunas realizaciones, la estirpe celular de hHCC es una estirpe celular Huh-7 o derivada de Huh-7.

La presente divulgacion proporciona métodos para evaluar de un efecto de un agente candidato en una célula que
tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano que comprende poner en contacto un cultivo de células
diferenciadas de la presente divulgacion con un agente candidato; y el ensayo de la presencia o la ausencia de un
efecto del agente candidato sobre un fenotipo de la célula que tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano.
En algunas realizaciones, el ensayo es para determinar un efecto del agente candidato sobre el metabolismo de
lipidos por la célula que tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano. En otras realizaciones, el ensayo es
para determinar un efecto del agente candidato sobre la secreciéon de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteina de baja densidad (LDL) y/o lipoproteina de alta densidad (HDL) por la célula que tiene un fenotipo de un
hepatocito primario humano.

La presente divulgacion proporciona métodos para evaluar del metabolismo de un agente por una célula que tiene
un fenotipo de un hepatocito primario humano que comprende poner en contacto un cultivo de células diferenciadas
de la presente divulgacion con un agente; y el ensayo de la presencia o la ausencia de un metabolito del agente y/o
el agente. En algunas realizaciones, el agente es un farmaco.

La presente descripcion proporciona métodos para evaluar la toxicidad de un agente en una célula que tiene un
fenotipo de un hepatocito primario humano comprende poner en contacto un cultivo de células diferenciadas de la
presente descripcion con un agente; y el ensayo de la presencia o la ausencia de un cambio en un fenotipo de la
célula que es indicativo de toxicidad del agente para la célula. En algunas realizaciones, el fenotipo sometido a
ensayo es un aumento de las transaminasas en medio de cultivo y/o someter a ensayo para determinar un marcador
de muerte celular.

La presente divulgaciéon proporciona métodos de produccion de particulas viricas que comprenden incubar un cultivo
celular que comprende una estirpe celular de carcinoma hepatocelular humano (hHCC) en un medio de cultivo que
comprende suero humano durante mas de 11 dias, en los que dicha incubacion induce la diferenciacion de la estirpe
celular de hHCC en una célula que tiene un fenotipo de hepatocito primario humano; la introducciéon de un genoma
de un virus hepatétrofo en al menos una de la estirpe celular de hHCC o la célula que tiene el fenotipo de hepatocito
primario humano; y mantener el cultivo celular en condiciones adecuadas para la produccion de particulas viricas.
En algunas realizaciones, el genoma virico se introduce mediante la adicion de particulas viricas infecciosas al
medio de cultivo. En algunas realizaciones, las particulas viricas infecciosas se afiaden en el dia 1 de dicho cultivo.
En algunas realizaciones, el genoma virico se introduce en la estirpe celular de hHCC antes de dicha incubacién. En
algunas realizaciones de estos métodos, el método comprende aislar particulas viricas del medio de cultivo.

La presente divulgacion proporciona cultivos de células infectadas viricamente que comprenden células producidas
por un método que comprende incubar un cultivo celular que comprende una estirpe celular de carcinoma
hepatocelular humano (hHCC) en un medio de cultivo que comprende suero humano durante méas de 11 dias, en el
que dicho cultivo induce la diferenciacion de la estirpe celular de hHCC en una célula que tiene un fenotipo de
hepatocito primario humano; y la introducciéon de un genoma de un virus hepatétrofo en al menos una de la estirpe
celular de hHCC o la célula que tiene el fenotipo de hepatocito primario humano.

La presente divulgacion proporciona métodos para detectar un agente candidato para la actividad antivirica que
comprenden incubar un cultivo celular que comprende una estirpe celular de carcinoma hepatocelular humano
(hHCC) en un medio de cultivo que comprende suero humano durante mas de 11 dias, en el que dicha incubacion
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induce la diferenciacion de la estirpe celular de hHCC en una célula que tiene un fenotipo de hepatocito primario
humano; la introduccion de un genoma de un virus hepatétrofo en al menos una de la estirpe celular de hHCC o la
célula que tiene el fenotipo de hepatocito primario humano; poner en contacto el cultivo celular con un agente
candidato antivirico; mantener el cultivo celular en condiciones adecuadas para la replicacién virica; y detectar la
presencia o ausencia de un efecto del agente candidato sobre la replicacion virica; en los que una disminucion en la
produccion de particulas viricas en presencia del agente candidato en comparacion con la ausencia del agente
candidato indica que el agente candidato tiene actividad antivirica. En algunas realizaciones, el genoma virico se
introduce mediante la adicion de particulas viricas infecciosas al medio de cultivo. En algunas realizaciones, las
particulas viricas infecciosas se afiaden en el dia 1 de dicho cultivo. En algunas realizaciones, el genoma virico se
introduce en la estirpe celular de hHCC antes de dicha incubacion.

La presente divulgacion proporciona métodos para detectar una muestra que se sospecha que contiene un
anticuerpo para la actividad antivirica que comprende: incubar un cultivo celular que comprende una estirpe celular
de carcinoma hepatocelular humano (hHCC) en un medio de cultivo que comprende suero humano durante mas de
11 dias, en los que dicha incubacién induce la diferenciacion de la estirpe celular de hHCC en una célula que tiene
un fenotipo de hepatocito primario humano; introducir un genoma de un virus hepatoétrofo en al menos una de la
estirpe celular de hHCC o la célula que tiene el fenotipo de hepatocito primario humano; poner en contacto el cultivo
celular con una muestra que se sospecha que contiene un anticuerpo; mantener el cultivo celular en condiciones
adecuadas para la replicacion virica; y detectar la presencia o ausencia de un efecto de la muestra tras la replicaciéon
virica; en los que una disminucién en la produccion de particulas viricas en presencia de la muestra en comparacion
con la ausencia de la muestra indica que la muestra contiene un anticuerpo que tiene actividad antivirica. En algunas
realizaciones, el genoma virico se introduce mediante la adicién de particulas viricas infecciosas al medio de cultivo.
En algunas realizaciones, las particulas viricas infecciosas se afiaden en el dia 1 de dicho cultivo. En algunas
realizaciones, el genoma virico se introduce en la estirpe celular de hHCC antes dicha incubacion.

La presente divulgacion proporciona métodos para seleccionar un agente candidato para el tratamiento de una
enfermedad mediada por lipoproteinas, comprendiendo el método: incubar un cultivo celular que comprende una
estirpe celular de carcinoma hepatocelular humano (hHCC) en un medio de cultivo que comprende suero humano
durante al menos 3 dias, al menos 5 dias, y, en algunas realizaciones, al menos 14 dias, en el que dicha incubacién
induce la diferenciacion de la estirpe celular de hHCC en una célula que tiene un fenotipo de hepatocito primario
humano; poner en contacto el cultivo celular con el agente candidato; y someter a ensayo el cultivo celular para
determinar la presencia o ausencia de un efecto del agente candidato sobre los niveles de lipoproteinas secretadas
por la estirpe celular de hHCC diferenciada en comparacién con una muestra de control; en el que un efecto del
agente candidato sobre los niveles de lipoproteinas secretadas por la estirpe celular de hHCC diferenciada indica
que el agente candidato puede utilizarse para el tratamiento de la enfermedad mediada por lipoproteinas. En ciertas
realizaciones, el cultivo celular se somete a ensayo para determinar la presencia o ausencia de un efecto del agente
candidato sobre los niveles de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), lipoproteina de baja densidad (LDL) y/o
lipoproteina de alta densidad (HDL) en el medio de cultivo, en comparacién con una muestra de control. En
realizaciones especificas, el método es para el cribado de un agente candidato para el tratamiento de la
aterosclerosis, en el que una disminucion de VLDL o LDL o un aumento de HDL indica que el agente candidato
puede utilizarse para la prevencion o el tratamiento de la aterosclerosis.

La presente divulgacién proporciona métodos para producir una célula de hepatocito cultivada infectada con un
microorganismo hepatétrofo (por ejemplo, virus), comprendiendo el método poner en contacto una célula de
hepatocito cultivada con un microorganismo hepatétrofo infeccioso en un medio de cultivo que comprende suero
pobre en lipoproteinas de unién a receptor de LDL, en el que el contacto es durante un tiempo suficiente para
proporcionar la infeccion de la célula de hepatocito cultivada con el microorganismo hepatétrofo. En algunas
realizaciones, las células cultivadas son hepatocitos primarios o una estirpe celular de hepatocitos inmortalizada. En
algunas realizaciones, las células cultivadas son células hHCC diferenciadas. En algunas realizaciones, el suero
pobre en lipoproteinas de union al receptor de LDL es suero humano pobre en lipoproteinas de unién al receptor de
LDL o suero bovino fetal pobre en lipoproteinas de unién al receptor de LDL. En algunas realizaciones, el
microorganismo hepatétrofo infeccioso es un virus hepatétrofo. En algunas realizaciones, el virus hepatétrofo es el
virus de la hepatitis C o el virus de la hepatitis B. En algunas realizaciones, el virus hepatétrofo es un aislado clinico.

Estas y otras caracteristicas seran evidentes para el experto en la materia tras revisar la presente memoria
descriptiva.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 es un diagrama de flujo que muestra un ejemplo de una linea temporal de condiciones de cultivo.

Las figuras 2A-2B ilustran las diferencias en el aspecto y el crecimiento de las células en medio de cultivo que
contiene suero bovino fetal (FBS) frente a suero humano (HS, por sus siglas en inglés). La figura 2A es un
conjunto de fotografias que muestran células cultivadas en medio complementado con FBS (panel izquierdo) y
HS (panel central) en comparaciéon con hepatocitos primarios humanos en cultivo (panel derecho). La figura 2B
es un grafico que muestra el numero de células para cultivos celulares mantenidos en medios que contenian
FBS (circulos cerrados) frente a medios que contenian HS (circulos abiertos).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2651414713

La figura 3A es un conjunto de graficos que muestran la expresion de los marcadores de diferenciacion de
hepatocitos, receptor de LDL, albimina y Alfa 1-antitripsina, en células mantenidas en FBS o en HS durante 7 o
21 dias, asi como células Huh7.5 que se mantuvieron en medio de hepatocitos primarios (PHM, por sus siglas en
inglés) y hepatocitos primarios humanos en cultivo (hep. prim.). También se incluye la expresion de claudina-1 y
ocludina, dos proteinas de punto de unién estrecho que se expresan altamente en el higado.

La figura 3B es un conjunto de graficos que muestra que los reguladores clave del metabolismo de lipidos
(Receptor X del higado alfa (LXRa), receptor alfa y gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARa,
PPARY), se expresan todos altamente en las células que se cultivan en el HS. Las proteinas del citoesqueleto
vimentina y E-caderina también aumentan en células cultivadas en suero humano.

La figura 4 es un gréfico que muestra el efecto sobre los marcadores de diferenciacion anteriormente
mencionados en células cultivadas en presencia de DMSO al 2 % o suero bovino adulto (ABS) al 2 %, en
comparacioén con FBS y hepatocitos primarios cultivados (hep. prim.). Tanto ABS como DMSO inducen la
inhibicion del contacto/detencion del crecimiento, pero no inducen el aumento de la expresion de marcadores de
diferenciacion.

La figura 5A es un conjunto de fotografias que ilustran que las gotitas de lipidos celulares aumentan en células
cultivadas en HS (paneles de la derecha) en comparacién con FBS.

La figura 5B es un gréafico que muestra la cuantificacion de fluorescencia Bodipy de células mantenidas en FBS o
HS (n> 4).

Las figuras 6A-6E son un conjunto de graficos que muestran los resultados de la infeccién de células con la cepa
de VHC JFH-1 ("JFH") donde las células se cultivan en FBS o HS.

Figura 6A: titulos viricos de células que se cultivaron en FBS, tras la infeccion con el virus JFH producido a partir
de células cultivadas en suero humano o suero bovino fetal (JFH-HS, circulos; JFH-FBS, cuadrados). Figura 6B:
titulos viricos de células cultivadas en diferentes condiciones (FBS, circulos abiertos, HS, circulos cerrados) que
se infectaron con el mismo virus (JFH-HS). La figura 6C muestra la diferencia de 1000 veces en los titulos viricos
entre la produccién de JFH-FBS en células cultivadas en FBS en comparacién con JFH-HS en células cultivadas
en HS. Figura 6D: produccion a largo plazo de titulos viricos altos en células cultivadas en suero humano con
infeccion en el momento de la transferencia de células desde medio que contenia FBS hasta medio que contenia
HS (circulos abiertos) o a los 14 dias después de la transferencia desde medio que contenia FBS hasta medio
gue contenia HS (circulos cerrados). Figura 6E: ilustra titulos viricos de células cultivadas en medio de
hepatocitos primarios con HS al 2 % (PHM, HS al 2 %) o DMEM con HS al 2 % (DMEM, HS al 2 %).

La figura 7 es un grafico que muestra los resultados de la infeccion de un modelo de raton SCID/Alb-uPA
quimérico con suero de paciente infectado con VHC (circulos), virus JFH producido por electroporacion de
células Huh7.5 seguida de cultivo en medio que contenia HS (JFH-HS, cuadrados) o el virus VHCcc cultivado en
tejido (triangulos),

La figura 8 es un conjunto de gréaficos que muestran los efectos de cultivos que contenian suero humano sobre el
VHC. Panel A: densidad virica de virus producidos a partir de células cultivadas en FBS (circulos) o suero
humano (cuadrados) como se determina por centrifugacion en gradiente de sacarosa; Panel B: cuantificacion de
la distribucién de la densidad virica de los virus producidos a partir de células cultivadas en FBS o suero humano
(HS); y Panel C: asociacién a apolipoproteina B de diferentes variantes viricas. JFH FBS: JFH-1 producido a
partir de células cultivadas en FBS; JFH HS: JFH-1 producido a partir de células cultivadas en HS; sueros de
pacientes.

La figura 9 es un conjunto de gréaficos que muestran el efecto de la adicion de lipoproteinas que contienen ApoB
a células diferenciadas. Panel izquierdo: Efecto de la adicion de VLDL humana a células diferenciadas sobre la
produccion virica; Panel derecho: Efecto de la adicion de LDL humana a células diferenciadas sobre la
produccion virica.

La figura 10 es un gréafico que muestra la infeccién de células mantenidas en suero humano con suero positivo
para VHC de diferentes pacientes (paciente 1: circulos, paciente 2: cuadrados, ambos de genotipo 1a).

La figura 11, paneles A y B son graficos que muestran los perfiles de lipoproteinas a base de triacilglicéridos de
sangre humana (A) y medio a partir de células Huh7.5 cultivadas en suero humano (HS) para diversos periodos
de tiempo (B). La separacion de lipoproteinas se realiz6 usando un cromatégrafo de liquidos de proteina rapida
de exclusion por tamafio (FPLC).

La figura 12 es un grafico que muestra un perfil de lipoproteinas a base de colesterol de medio tomado de células
Huh7.5 cultivadas en suero humano (HS) para diversos periodos de tiempo. La separacion de lipoproteinas se
realizé usando un cromatografo de liquidos de proteina rapida de exclusién por tamafio (FPLC).

La figura 13 es un grafico que muestra la produccion de VHB después de la infeccion de células Huh7.5
cultivadas en suero humano (HS).

La figura 14 es un grafico que muestra la expresion de NTCP en células Huh7.5 cultivadas en FBS o en suero
humano para diferentes periodos de tiempo.

La figura 15 es un conjunto de graficos que muestran una comparacion de la produccion virica de VHC en
diferentes medios de cultivo (FBS, HS y FBS y HS tratados con heparina (HepHS y HepFBS). Panel A: titulos
viricos en células cultivadas en HS (cuadrados) o FBS (circulos). Panel B: titulos viricos en células cultivadas en
HepFBS o HepHS. Panel C: ampliacion de los primeros 8 dias del Panel B.

La figura 16 es un grafico que muestra la purificacion de VHC usando una columna de heparina. El VHC se
detecto por cuantificacion de la proteina del nacleo de VHC en cada fraccion.

La figura 17 es una imagen que muestra la infeccién de células cultivadas en FBS, o en HepHS durante 2 dias,
con virus que se purificé usando una columna de heparina.
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La figura 18 proporciona graficos que muestran la infeccién de células Huh7.5 cultivadas en HS con genotipo la
de VHC atenuado de ratén (Panel A) o con sobrenadante de las células en el punto temporal indicado por el
asterisco (*) en el Panel A (Panel B). Las células del panel B se diferenciaron en HS, se colocaron en HepHS
durante 2 dias y después se infectaron.

Las figuras 19 y 20 muestran un analisis de expresion génica de genes del metabolismo de Fase | en células
Huh7.5 cultivadas en HS.

Las figuras 21 y 22 muestran un analisis de expresion génica de genes del metabolismo de Fase Il en células
Huh7.5 cultivadas en HS.

Descripcion detallada de realizaciones

Antes de describir adicionalmente la presente invencion, ha de entenderse que la presente invencion no se limita a
las realizaciones particulares descritas, ya que las mismas pueden, por supuesto, variar. Ha de entenderse también
qgue la terminologia utilizada en el presente documento tiene el propdsito de describir realizaciones particulares
solamente y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invencion estara limitado solamente por las
reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima de la unidad
del limite inferior, a menos que el contexto dicte claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de ese
intervalo y cualquier otro valor establecido o interviniente en ese intervalo establecido, se incluye dentro de la
invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente en
los intervalos mas pequefios y también se incluyen dentro de la invencion, sujetos a cualquier limite excluido
especificamente en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o los dos limites, los intervalos
que excluyen cualquiera 0 ambos de esos limites incluidos también estan incluidos en la invencion.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que entendido cominmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece la
presente invencion. Aunque también pueden utilizarse cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a
los descritos en el presente documento en la préactica o ensayo de la presente invencién, se describen ahora los
métodos y materiales preferidos. Todas las publicaciones mencionadas en el presente documento desvelan y
describen los métodos y/o materiales en relacion con los cuales se citan las publicaciones.

Debe observarse que como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "y" y "el" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
Por tanto, por ejemplo, la referencia a "una célula" incluye una pluralidad de dichas células y la referencia a "el virus"
incluye la referencia a uno o mas virus y equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la materia y asi
sucesivamente.

Las publicaciones analizadas en el presente documento se proporcionan Unicamente para su divulgacion antes de la
fecha de prioridad de la presente solicitud. Nada en el presente documento ha de interpretarse como una admision
de que la presente invencién no tiene derecho a anteceder dicha publicacion en virtud de una invencién anterior.
Ademas, las fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion reales que
pueden necesitar ser confirmadas de forma independiente.

Se exponen ejemplos con el fin de proporcionar a los expertos habituales en la materia una divulgacion y una
descripcion completas de como realizar y usar la presente invencion, y no tienen por objeto limitar el alcance de lo
gue los inventores consideran su invencion ni tienen por objeto representar que los experimentos a continuacion
sean todos o los Unicos experimentos realizados. Se han hecho esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a
los nimeros utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero deben tenerse en cuenta algunos errores
experimentales y desviaciones. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso
molecular es el peso molecular promedio en peso, la temperatura esta en grados centigrados y la presion es la
atmosférica o es cercana a la atmosférica.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencién, que son, mayor claridad, se describen en el contexto de
realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacion en una Unica realizacion. Por el contrario,
diversas caracteristicas de la invencién, que, por brevedad, se describen en el contexto de una Unica realizacion,
también pueden proporcionarse por separado o0 en cualquier sub-combinacién adecuada. Todas las combinaciones
de las realizaciones pertenecientes a la invencién son abarcadas especificamente por la presente invencion y se
desvelan en el presente documento como si todas y cada una de las combinaciones se desvelara individual y
explicitamente, en la medida en que dichas combinaciones abarquen materia objeto que, por ejemplo, sean
compuestos que sean compuestos estables (es decir, compuestos que puedan hacerse, aislarse, caracterizarse y
someterse a ensayo para determinar su actividad biolégica). Ademas, todos las subcombinaciones de las diversas
realizaciones y elementos de las mismas (por ejemplo, elementos de los grupos quimicos enumerados en las
realizaciones que describen dichas variables) también son abarcadas especificamente por la presente invencion y
se desvelan en el presente documento como si cada una de dichas subcombinaciones se desvelara individual y
explicitamente en el presente documento.
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DEFINICIONES

Una célula o cultivo celular se describe como "indiferenciada" cuando una célula o una proporcién sustancial de
células y su progenie en una poblacién celular, presentan caracteristicas morfolégicas de células parentales no
diferenciadas, distinguiéndolas de células diferenciadas que tienen un fenotipo deseado diferente de la célula
parental indiferenciada, por ejemplo, un fenotipo de un hepatocito primario como se describe en el presente
documento. Se entiende que las colonias de células indiferenciadas dentro de la poblacion con frecuencia estaran
rodeadas por células vecinas que estan diferenciadas.

Un "ambiente de crecimiento” es un ambiente en el que las células de interés proliferaran, se diferenciaran y/o
maduraran in vitro. Las caracteristicas del ambiente incluyen el medio en el que se cultivan las células, los factores
de crecimiento o factores inductores de la diferenciacion que puedan estar presentes y una estructura de soporte (tal
como un sustrato en una superficie sélida) si esta presente.

Un "marcador fenotipico" se refiere a una caracteristica observable de una célula que es un indicador de un tipo
celular. Los marcadores fenotipicos incluyen biomarcadores, caracteristicas morfolégicas y funciones fisiologicas de
una célula.

Un "biomarcador" como se usa en el presente documento generalmente se refiere a una biomolécula organica (por
ejemplo, un polipéptido), que esta presente diferencialmente en células de diferente estado fenotipico (por ejemplo,
una célula de hHCC indiferenciada en comparacion con un hepatocito primario) o que es similar en una primera
célula a la de una segunda célula que tiene un estado fenotipico conocido (por ejemplo, una célula de hHCC
diferenciada en comparacién con un hepatocito primario). Un biomarcador esta presente diferencialmente entre
diferentes estados fenotipicos si la media o la mediana del nivel del biomarcador en un primer estado fenotipico con
respecto a un segundo estado fenotipico se calcula para representar diferencias estadisticamente significativas. Los
ensayos mas comunes para la significacion estadistica incluyen, entre otros, ensayo t, ANOVA, Kruskal-Wallis,
Wilcoxon, Mann-Whitney y razén de posibilidades. Los biomarcadores, solos o en combinacién, proporcionan
medidas de la probabilidad relativa de que una célula pertenezca a un estado fenotipico de interés.

En la evaluacion de biomarcadores fenotipicos en células individuales o poblaciones de células, a menos que se
indique lo contrario, se dice que la célula es "positiva" para un biomarcador si la célula presenta un nivel detectable
del biomarcador significativamente por encima de un nivel de control de fondo o negativo. A menos que se indique lo
contrario, se dice que una célula es "negativo" para un biomarcador si la expresion del biomarcador no esta
significativamente por encima de un nivel de fondo o de control.

Una célula se denomina "genéticamente alterada" o "genéticamente modificada" cuando se ha transferido un
polinucleétido dentro la célula mediante cualquier medio adecuado de manipulacion artificial, o cuando la célula es
una progenie de la célula originalmente genéticamente alterada que ha heredado el polinucleétido. La alteracion
genética se dice que es "heredable" si la progenie de la célula alterada tiene la misma alteracion.

Por "virus adaptado al cultivo tisular" se entiende un virus que se ha cultivado anteriormente en un cultivo celular in
vitro con el fin de ser seleccionado para la replicacion mejorada en una estirpe celular in vitro, la infectividad de una
estirpe celular in vitro 0 ambas con respecto al virus parental antes del cultivo.

Como se usa en el presente documento, una "mutacion adaptativa" en el contexto de un virus adaptado se refiere a
un cambio genético que aumenta la capacidad de un virus para replicarse, infectar, o tanto replicarse como infectar,
una célula diana en comparacién con un virus competente para la replicacion que no tiene la mutacion adaptativa.

Por "virus genéticamente modificado" se entiende un virus producido a partir de un genoma virico modificado
genéticamente con respecto a un virus de origen natural.

Por "virus seudotipado” se entiende un virus que tiene al menos una proteina virica (por ejemplo, una proteina de
cubierta) que es de un origen diferente (por ejemplo, un virus diferente) que el genoma virico contenido en el virus.

"Cultivo de células primarias" se refiere a un cultivo in vitro de células obtenidas directamente de un tejido (por
ejemplo, del higado) y que no estan inmortalizadas (por ejemplo, no son de un tejido canceroso o no han sido
transformadas a través del cultivo para convertirse en inmortalizadas).

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina”, usados indistintamente en el presente documento, se refieren a
una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que puede incluir aminoacidos bioquimicamente
modificados o derivatizados. El término incluye proteinas de fusién, incluyendo, pero no limitadas a, proteinas de
fusién con una secuencia de aminoacidos heteréloga, fusiones con secuencias lider heterélogas y homologas, con o
sin restos de metionina N-terminal; proteinas marcadas inmunolégicamente; y similares. "NH," se refiere al grupo
amino libre presente en el extremo amino terminal de un polipéptido y "COOH" se refiere al grupo carboxilo libre
presente en el extremo carboxilo terminal de un polipéptido.
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"Sustitucion de aminoacidos conservadora" se refiere a una sustitucién de un resto de aminoéacido por otro que
comparte propiedades quimicas y fisicas de la cadena lateral de aminoacido (por ejemplo, carga, tamafio,
hidrofobia/hidrofilia). Las "sustituciones conservadoras" tienen por objeto incluir la sustitucion dentro de los
siguientes grupos de restos de aminodcidos: gly, ala; val, ile, leu; asp, glu; asn, gin; ser, thr; lys, arg; y phe, tyr.
Puede extraerse orientacion para dichas sustituciones de las alineaciones de secuencias de aminoacidos de
polipéptidos.

El término "polinucledtido” como se usa en el presente documento se refiere a una forma polimérica de nucleétidos
de cualquier longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxirribonucledétidos. Este término incluye ADN y ARN mono y
bicatenarios. También incluye tipos conocidos de modificaciones, por ejemplo, modificaciones de origen natural tales
como la metilacion. Cuando el polinucleétido es de origen no natural, el polinucleétido puede incluir la sustitucion de
uno o mas de los nucleétidos naturales con un analogo, modificaciones internucleétidos tales como, por ejemplo,
aquellos con enlaces no cargados (por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos,
etc.) y con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), aquellos que contienen restos
colgantes, tales como, por ejemplo proteinas (incluyendo por ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos
sefial, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), aquellos que contienen
quelantes (por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro, metales oxidantes, etc.), aquellos que contienen
alquilantes, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos anoméricos alfa, etc.), asi como formas
sin modificar del polinucleétido.

"Células hospedadoras recombinantes”, "células hospedadoras”, "células", "estirpes celulares"”, "cultivos celulares" y
otras expresiones de este tipo que denotan microorganismos o estirpes celulares eucariotas superiores cultivadas
como entidades unicelulares, se refieren a células que pueden usarse o se han usado como receptores para un
vector recombinante u otro ADN de transferencia, e incluyen la progenie de la célula original que se ha transfectado.
Se entiende que la progenie de una célula parental individual puede no ser necesariamente completamente idéntica
en morfologia o en complemento de ADN gendmico o total al progenitor original, debido a la mutacién natural,
accidental o deliberada.

"Replicon” se refiere a cualquier elemento genético, por ejemplo, un plasmido, un cromosoma, un virus, un cosmido,
etc., que se comporta como una unidad auténoma de replicacion de polinucleétidos dentro de una célula, es decir,
susceptible de replicacion bajo su propio control.

Un "vector" se refiere a un replicén en el que un polinucleétido seleccionado puede insertarse con el fin de provocar
la replicacién y/o expresion del polinucleétido seleccionado.

"Unido operativamente” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos de este modo estan en
una relacién que les permite actuar de la manera prevista. Una secuencia de control, tal como un promotor, "unido
operativamente" a una secuencia codificante se une de manera que la expresion de la secuencia codificante se
consigue en condiciones compatibles con la secuencia de control.

"Transformacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a la introduccion de un polinucleétido exégeno
en una célula hospedadora, independientemente del método utilizado para la insercién, por ejemplo, la transduccién,
la transfeccion o la electroporacion. El polinucleétido exdégeno puede mantenerse como un vector no integrado, por
ejemplo, un plasmido o, como alternativa, puede integrarse en el genoma del hospedador.

"Aislado” se refiere a una entidad de interés que se encuentra en un ambiente diferente de aquel en el que puede
producirse el compuesto de forma natural. "Aislado” tiene por objeto incluir compuestos que estan dentro de
muestras que estan sustancialmente enriquecidas para el compuesto de interés y/o en las que se purifica parcial o
sustancialmente el compuesto de interés.

Por "purificado” se refiere a un compuesto de interés (por ejemplo, un polipéptido) que se ha separado de
componentes que lo acompafan en la naturaleza. "Purificado" también puede usarse para referirse a un compuesto
de interés separado de componentes que pueden acompafiarlo durante la fabricacién (por ejemplo, en la sintesis
guimica). En algunas realizaciones, un compuesto es sustancialmente puro cuando esta al menos del 50 % al 60 %,
en peso, libre de moléculas orgéanicas a las que esta asociado de forma natural o a las que esta asociado durante la
fabricacion. En algunas realizaciones, la preparacion es al menos el 75 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o al
menos el 99 %, en peso, del compuesto de interés. Puede obtenerse un compuesto sustancialmente puro, por
ejemplo, por extraccién a partir de una fuente natural (por ejemplo, bacterias), por sintesis quimica de un compuesto
0 mediante una combinacion de purificacion y modificacion quimica. Un compuesto sustancialmente puro también
puede obtenerse, por ejemplo, enriqueciendo una muestra que contiene el compuesto. Un compuesto
sustancialmente puro también puede obtenerse por la produccién por sintesis recombinante o quimica. La pureza
puede medirse por cualquier método apropiado, por ejemplo, cromatografia, espectroscopia de masas, andlisis por
cromatografia liquida de alto rendimiento, etc.

Como se usa en el presente documento, los términos "determinacion”, "evaluacién", "ensayo", "medicion" y "cribado”
se refieren a determinaciones cuantitativas, semicuantitativas y cualitativas y, como tal, el término "determinar” se
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usa en el presente documento indistintamente con "someter a ensayo”, "medir" y similares. Cuando se pretende una
determinacién cuantitativa, se usa la frase "determinar una cantidad" de un analito y similares. Cuando se pretende
una determinacion ya sea cuantitativa y semicuantitativa, se usa la frase "determinar un nivel" de un analito o
"detectar" un analito.

METODOS DE CULTIVO CELULAR DE HEPATOCITOS IN VITRO Y COMPOSICI ONES

La presente divulgacion proporciona métodos de cultivo de una estirpe celular de carcinoma hepatocelular humano
(hHCC) en condiciones suficientes para diferenciar la estirpe celular h(HCC en una célula que tiene un fenotipo de un
hepatocito primario humano. Se describen ejemplos de células, medios de cultivo y métodos de cultivo en mas
detalle a continuacion.

Células para su uso en los métodos de cultivo

Las células adecuadas para el uso de los métodos de la presente divulgacion para producir una célula que tiene un
fenotipo de hepatocito primario humano incluyen estirpes celulares de carcinoma hepatocelular humano (hHCC).
Una "estirpe celular de hHCC" (también denominada una estirpe celular de hepatoma humano) se refiere a una
estirpe celular inmortalizada, y a la progenie de la misma, donde la estirpe celular inmortalizada es de origen de
hepatocitos humanos (por ejemplo, una estirpe celular obtenida por cultivo de una célula de higado humano
cancerosa de origen natural, por ejemplo, carcinomas hepatocelulares o hepatoblastomas). Las estirpes celulares
hHCC incluyen, pero no se limitan necesariamente a, células Huh 7 (JCRB0403), una estirpe celular derivada de
Huh-7 ("células derivadas de Huh-7", por ejemplo, Huh7.5; ATCC PTA-8561; US 7.455.969), Huh-6 (JCRB0401)
HepG2 (ATCC N.° HB-8065); células derivadas de HepG2 (por ejemplo, C3A (ATCC N.° CRL-10741); y células
HepaRG™ (disponibles de Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU.). Por "célula derivada" se refiere a una
célula que es una subpoblacién (o "subestirpe") de una célula madre referenciada, que se ha aislado por la seleccién
de un fenotipo deseado (por ejemplo, el apoyo mejorado de la replicacion virica de un virus (por ejemplo, un virus
adaptado a cultivo tisular (por ejemplo, VHC)) con respecto a la célula parental). En un ejemplo, la célula hHCC es
una célula Huh-7 o una célula derivada de Huh-7 (por ejemplo, Huh7.5).

Pueden usarse células adecuadas para su uso en los métodos de la presente divulgaciéon sin la necesidad de
modificacién genética recombinante, por ejemplo, transfeccién con una construccién, por ejemplo, para facilitar el
aumento de la produccion del titulo virico o para facilitar la diferenciaciéon a un fenotipo de un hepatocito primario
humano.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo para el mantenimiento y la propagacion de células hHCC, incluyendo las células hHCC
infectadas por virus, pueden ser cualquier medio de cultivo adecuado que contenga suero no humano, por ejemplo,
suero fetal bovino (FBS), también denominado suero de ternera fetal (FCS), o suero sintético (por ejemplo,
NuSerum®). En general, pueden seleccionarse medios de cultivo para el mantenimiento y la propagacion de estirpes
celulares hHCC de manera que sean compatibles con la estirpe celular.

Medios de cultivo para su uso en los métodos de la presente descripcion para inducir la diferenciacion de las células
hHCC tener un fenotipo de un hepatocito primario humano puede seleccionarse para que sea mas compatible con la
estirpe celular de partida usado, pero con sustitucién de suero humano (HS ) para el suero no humano (por ejemplo,
en lugar de suero fetal bovino (FBS)).

En general, el medio de cultivo comprende una fuente de carbono, una fuente de nitr6geno, sales inorganicas,
nutrientes traza, tampones y, opcionalmente, antibiéticos. La fuente de carbono puede ser diversos alcoholes de
azucar, polioles, azucares alddlicos o ceto azlcares, incluyendo pero no limitados a arabinosa, celobiosa, fructosa,
glucosa, glicerol, inositol, lactosa, maltosa, manitol, manosa, ramnosa, rafinosa, sorbitol, sorbosa, sacarosa,
trehalosa, piruvato, succinato o metilamina u otros sustratos que pueden determinarse por un experto en la materia.

El medio puede contener un poliol o azicar alddlico. En una realizacién mas especifica, el medio comprende
manitol, inositol, sorbosa, glicerol, sorbitol, lactosa y arabinosa como fuente de carbono a una concentraciéon de
aproximadamente 0,1 hHCC a aproximadamente el 20,0 % en peso. Puede afiadirse la totalidad de la fuente o
fuentes de carbono al medio antes del comienzo del cultivo o pueden afiadirse etapa a etapa o de forma continua
durante el cultivo. El medio de cultivo puede comprender también una fuente de nitr6geno, sales inorganicas
adecuadas, y, segun sea apropiado, diversos nutrientes traza apropiadas, factores de crecimiento y similares.

Los ejemplos de fuentes de carbono adicionales adecuadas incluyen, pero no se limitan a: otros hidratos de
carbono, tales como glucosa, fructosa, manitol, almidén o hidrolizado de almidén, hidrolizado de celulosa y melaza;
acidos organicos, tales como acido acético, acido propionico, acido lactico, acido formico, acido malico, acido citrico
y acido fumarico; y alcoholes, tales como glicerol, inositol, manitol y sorbitol.

Los ejemplos de fuentes de nitrdgeno adecuadas incluyen, pero no se limitan a: amoniaco, incluyendo el amoniaco
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gas y el amoniaco acuoso; sales de amonio de acidos inorganicos u organicos, tales como cloruro de amonio, nitrato
de amonio, fosfato de amonio, sulfato de amonio y acetato de amonio; urea; sales de nitrato o de nitrito y otros
materiales que contienen nitrégeno, incluyendo aminoacidos como preparaciones ya sea puras o0 en bruto, extracto
de carne, peptona, harina de pescado, hidrolizado de pescado, licor de maiz fermentado, hidrolizado de caseina,
hidrolizado de torta de soja, extracto de levadura, levadura seca, destilado de etanol-levadura, harina de soja, harina
de semilla de algodén y similares.

Los ejemplos de sales inorganicas adecuadas incluyen, pero no se limitan a: sales de potasio, calcio, sodio,
magnesio, manganeso, hierro, cobalto, cinc, cobre, molibdeno, tungsteno y otros elementos traza y acido fosférico.

Los ejemplos de nutrientes traza, factores de crecimiento y similares apropiados incluyen, pero no se limitan a:
coenzima A, acido pantoténico, piridoxina-HCI, biotina, tiamina, riboflavina, mononucleétido de flavina, dinucleétido
de adenina flavina, acido DL-6,8-ti6ctico, acido félico, vitamina B12, otras vitaminas, aminoacidos, tales como la
cisteina y la hidroxiprolina, bases tales como adenina, uracilo, uridina, guanina, timina y citosina, tiosulfato de sodio
acido p- o r-aminobenzoico, niacinamida, nitriloacetato y similares, ya sea como compuestos quimicos puros o
parcialmente purificados o tal cual estan presentes en los materiales naturales. En algunas realizaciones, el medio
de cultivo contiene uridina y/o citidina en concentraciones de menos de 50 uM — 200 uM cada uno.

Los ejemplos de antibidticos que se utilizan en cultivos celulares incluyen, pero no se limitan a, penicilina, neomicina,
tetraciclina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina y mezclas de los mismos.

Los ejemplos de medios de cultivo adecuados incluyen, pero no se limitan a, DMEM, DMEM/F-12, medios Leibovitz
L15, RPMI 1640 y medio de hepatocitos primarios (denominado en el presente documento PHM por sus siglas en
inglés). La idoneidad de medios de cultivo adicionales puede evaluarse faciimente, y los métodos de la presente
invenciéon no se limitan al tipo especifico de medio de cultivo celular utilizado en el cultivo, a condicion de que los
métodos de cultivo sean adecuados para apoyar el crecimiento de la estirpe celular de hHCC y adecuada para la
adicion de suero humano. El medio de cultivo puede proporcionarse de manera que no contenga suero no humano
afiadido (por ejemplo, suero bovino fetal no afiadido).

En general, el suero humano utilizado en los métodos y composiciones de la presente divulgacion se obtiene de un
sujeto humano por métodos convencionales. "Suero humano” contempla el uso de suero de un individuo, asi como
suero agrupado de varios individuos. "Suero humano" abarca suero humano completo, asi como subfracciones del
mismo. Cuando las hHCC diferenciadas han de utilizarse en la producciéon de particulas viricas en altos niveles, la
subfraccién de suero humano contiene lipoproteinas de baja densidad (LDL) humanas o esta complementado con
LDL humana. El suero humano puede usarse recién preparado o después del almacenamiento (por ejemplo, a -20
grados Celsius). El suero humano puede inactivarse por calor antes de su uso.

El suero humano puede obtenerse de un sujeto humano sano, por ejemplo, un sujeto humano que no tenga ninguna
infeccion detectable por un patégeno (por ejemplo, un patégeno que se ha de cultivar en las células) y/o esta sin
tratar con respecto al patdégeno (por ejemplo, no hay anticuerpos anti-patégeno presentes en el suero humano). El
uso de suero humano obtenido de un sujeto sano puede ser de particular interés cuando el cultivo de células hHCC
diferenciadas que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano se ha de utilizar en métodos que implican la
infeccion de las células con un agente patdégeno y/o la propagacién de un patégeno en las células (por ejemplo, con
VHC).

Puede haber presente suero humano en el medio de cultivo en cualquier concentracion adecuada para el cultivo de
una estirpe celular de hHCC y su diferenciacion para tener un fenotipo de un hepatocito primario humano. Por
ejemplo, el suero humano puede estar presente en una concentracion de al menos el 1 % (v/v), al menos el 2 %
(v/v), al menos el 5 % (v/v), al menos el 8 % (v/v), al menos el 10 % (v/v) 0 mas y puede tener de aproximadamente
el 1 % (v/v) al 20 % (v/v) o de aproximadamente el 2 % (v/v) al 10 % (v/v).

Métodos de cultivo para promover la diferenciacion de las células de hHCC

En general, el método de cultivo de la presente divulgacion implica el cultivo de una estirpe celular de hHCC en un
medio de cultivo que comprende suero humano en condiciones suficientes para proporcionar la inducciéon de la
diferenciacion de la hHCC en una célula que tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano. La figura 1
proporciona un ejemplo de un método de cultivo de la presente divulgacion.

Como se ha sefialado anteriormente, antes del cultivo en HS, las células hHCC pueden cultivarse en cualquier
medio de cultivo adecuado, que normalmente contiene suero no humano o un sustituto de suero no humano (por
ejemplo, NuSerum®). Pueden subcultivarse cultivos de células de hHCC en medio que contiene FBS (por ejemplo,
por tratamiento con tripsina) segln sea necesario, por ejemplo, cada 3-4 dias. Ya sea que se mantengan en medio
gue contiene FBS o durante el cultivo en medio que contiene HS, las células generalmente se cultivan en
condiciones de incubacion adecuadas para la estirpe celular de hHCC, por ejemplo, 37 °C, CO; al 5 %.
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La transferencia de células de hHCC cultivadas en FBS al medio que contiene HS puede conseguirse mediante la
disociacién de monocapas de hHCC cultivadas en FBS, y la resuspension y siembra en placas de células de hHCC
en medio que contiene HS. Los cultivos de monocapas de células de hHCC cultivadas en FBS pueden disociarse
usando cualquier método adecuado, por ejemplo, mediante tratamiento con tripsina). Cuando se usa una enzima tal
como tripsina para facilitar la disociacién de la monocapa, la enzima puede inactivarse (por ejemplo, con medio de
cultivo que contiene suero, por ejemplo, FBS o HS). Las células disociadas después se centrifugan y los sedimentos
celulares se resuspenden en medio de cultivo que contiene HS. Después, las células se siembran en placas de
cultivo tisular a una densidad adecuada, por ejemplo, de aproximadamente el 30 % al 50 %. Esto puede conseguirse
mediaglte, por ejemplo, la siembra en placas de 3-5 ml de una suspension de 10° células/ml sobre una placa de
75 cm”.

Después de que se inicia el cultivo en medio que contiene HS, las células no necesitan ser subcultivadas durante el
resto de la vida del cultivo celular. EI medio de cultivo celular se cambia por lo general cada 3 a 4 dias o cada 2 a 4
dias.

Opcionalmente, a los aproximadamente de 2 a 7 dias, aproximadamente de 2 a 7 dias, aproximadamente de 2 a 5
dias, aproximadamente de 2 a 4 dias o aproximadamente de 2 a 3 dias después de la siembra en placa en medio
que contiene HS (por ejemplo, cuando las células cultivadas en medio que contiene HS estan en confluencia o cerca
de ella), los cultivos celulares pueden subcultivarse ("split"), por ejemplo, usando técnicas convencionales de
disociacién monocapa (por ejemplo, mediante el tratamiento con tripsina seguido de la inactivacion con tripsina),
centrifugacion, resuspension en medio de cultivo que contiene HS y cultivo en placas de tejidos sobre placas de
cultivo tisular. En general en esta etapa, si se consiguen los mejores resultados de este subcultivo opcional si se
diluyen las células a no mas de aproximadamente 1:2 (es decir, una dilucion de no mas de aproximadamente el
50 %) antes de la resiembra en placas. Aunque los métodos de la presente divulgacion proporcionan que las células
cultivadas en HS puedan dividirse de esta manera durante un maximo de aproximadamente 1 semana después de
la transicién a medio de cultivo que contiene HS (de nuevo, obteniéndose los mejores resultados si las células no se
dividen mas de 1:2), la tripsinizacion después de aproximadamente 10 dias de cultivo en suero humano y la
resiembra en placa no proporcionaron los mejores resultados y se asociaron a la muerte del cultivo celular. El
impacto adverso de la tripsinizacion después de aproximadamente 10 dias puede reducirse mediante la siembra de
las células en placas recubiertas con colageno.

Sin quedar restringido a la teoria, a aproximadamente 7 dias de cultivo en medio que contiene HS, las células
parecen entrar en la detencién del crecimiento, en el que la division puntual de las células se ralentiza y se detiene
en general en comparacién con el crecimiento en medio que contiene FBS. (Figura 1) El método de cultivo por tanto
puede tomar en cuenta esta observacion y evitar el subcultivo de las células después del inicio de la detencion del
crecimiento durante el cultivo en medio que contenia HS de, por ejemplo, no subcultivando después de
aproximadamente 7 dias, aproximadamente 8 dias, aproximadamente 9 dias o aproximadamente 10 dias de cultivo
en medio que contiene HS.

Como se expone en el ejemplo de un método de la presente divulgacion en la figura 1 y sin quedar restringido a la
teoria, después de la detencion del crecimiento aparente de las células a aproximadamente 7 dias de cultivo en
medio que contiene HS, las células hHCC comienzan a mostrar pruebas de diferenciacion hacia el fenotipo de un
hepatocito primario humano. Aproximadamente a los 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias o 18 dias o mas del cultivo
en medio que contiene HS, el cultivo contiene células que han completado la diferenciacion en el fenotipo de un
hepatocito primario humano. En general, dichos cultivos de células diferenciadas contienen al menos el 75 %, al
menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 % o al menos el 95 % o mas células diferenciadas.

Las condiciones de cultivo adecuadas para la induccion del fenotipo de un hepatocito primario humano en una hHCC
generalmente implican el cultivo de la hHCC en un medio de cultivo adecuado que contenga suero humano (HS)
(por ejemplo, al menos HS al 2 % vol/vol.) durante un periodo de al menos 7 dias, por lo general mas de 11 dias, por
lo general al menos 14 dias, al menos 15 dias, al menos 16 dias, al menos 17 dias, al menos 18 dias, al menos 19
dias, al menos 20 dias o al menos 21 dias 0 mas.

En general, el cultivo de células de hHCC en medio de cultivo que contiene HS puede realizarse sin subcultivar las
células mas de una vez o sin subcultivar en los primeros 7 dias o en los primeros 10 dias de cultivo en medio que
contiene HS. "Subcultivo" se refiere a dividir ("separar") la poblacion de células cultivadas con el fin de reducir la
densidad celular en el cultivo.

Las células de hHCC diferenciadas en el fenotipo de un hepatocito primario humano pueden mantenerse en cultivo
durante al menos 1 mes o0 al menos 2 meses o mas. Dichos cultivos a largo plazo pueden mantenerse sin
subcultivar.

Un ejemplo de un método de la presente divulgacion se describe esquematicamente en la figura 1. Por ejemplo, las
células de hHCC pueden mantenerse en medio de cultivo que contiene FBS, con el subcultivo (por ejemplo, por
tripsinizacién) cada 3-4 dias. Las células de hHCC se subcultivan y se transfieren a medio de cultivo que contiene
HS. El dia 2-4 después de la transferencia a medio que contiene HS, las células se subcultivan opcionalmente, con
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dilucién a no mas de 1:2. El dia 7 después de la transferencia a medio que contiene HS, las células de hHCC
comienzan a mostrar signos de la detencién del crecimiento, por ejemplo, la detencién de la division celular (es
decir, el nimero de células en la poblacién no aumenta significativamente), las células no se agregan (por ejemplo,
las células no se apilan una encima de la otra) y pueden mantenerse a largo plazo sin la necesidad de subcultivo).
Después de este punto las células no se subcultivan y el medio se cambia a medio fresco que contiene HS cada 3-4
dias. A aproximadamente los dias 14-18 después de la transferencia a medio que contiene HS, las células de hHCC
parecen haber completado la diferenciacion en células que tienen el fenotipo de un hepatocito primario humano.
Estas células se mantienen en cultivo, con cambios de medio a medio que contiene HS fresco, durante al menos 1
mes, 2 meses 0 mas.

Composiciones que comprenden células de hHCC difere nciadas

La presente divulgacion proporciona poblaciones celulares que comprenden una célula de hHCC diferenciada que
tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano. En aras de la brevedad, las células diferenciadas a partir de
células hHCC y que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano también pueden denominarse en el
presente documento "células de hHCC diferenciadas". Por "fenotipo de un hepatocito primario humano" se entiende
una célula que se caracteriza de acuerdo a si expresa un marcador fenotipico (por ejemplo, biomarcadores,
funciones fisiolégicas de la célula y caracteristicas morfoldgicas) caracteristico de un hepatocito primario humano. La
aparicion y el numero de marcadores fenotipicos (por ejemplo, 2 0 mas, 3 0 mas, 4 o mas o todos los biomarcadores
y/o caracteristicas morfolégicas y/o caracteristicas fisiolégicas, tales como se describen a continuacion) dependen
de la etapa de diferenciacién de una célula de hHCC hacia una hHCC completamente diferenciada que tenga un
fenotipo de un hepatocito primario humano.

Los marcadores fenotipicos de un fenotipo de un hepatocito primario humano como se proporciona a continuacion
generalmente comienzan a aparecen en hHCC después del cultivo en medio que contiene HS al menos 7 dias. Hay
presentes marcadores fenotipicos adicionales, asi como niveles de expresion aumentados de un biomarcador
fenotipico, con el cultivo continuado de la hHCC en medio que contiene HS (por ejemplo, durante al menos 8 dias, al
menos 9 dias, al menos 10 dias, al menos 11 dias, al menos 12 dias, al menos 13 dias o al menos 14 dias o mas) a
medida que avanza la hHCC para convertirse en una hHCC completamente diferenciada.

Los biomarcadores fenotipicos caracteristicos de un hepatocito primario humano incluyen la expresion de 2, 3, 4 o
todos los biomarcadores albumina, Alfa 1-antitripsina y LxRa/NR1H3, asi como la expresion de claudina-1 y
ocludina, que se asocian a la formacién de uniones estrechas. Un fenotipo de un hepatocito primario humano puede
definirse por ser positivo para la expresion de al menos albimina y alfa 1-antitripsina, donde la expresion de cada
uno de estos biomarcadores en un nivel por encima de un nivel de control negativo es indicativa de un fenotipo de
un hepatocito primario humano (por ejemplo, por encima de un nivel de expresion de albdmina y alfa 1-antitripsina
cuando la hHCC se cultiva en ausencia de suero humano, con o sin DMSO, como se analiza a continuacion). Los
biomarcadores fenotipicos adicionales caracteristicos de un hepatocito primario humano incluyen LxRa/NR1H3,
claudina-1 y ocludina. La hHCC diferenciada puede describirse como que es positiva para la expresion de al menos
1, 2 o las 3 de LxRa/NR1H3, claudina-1 y ocludina por encima de un nivel de control negativo (por ejemplo, por
encima de un nivel de expresion de la hHCC cultivada en ausencia de suero humano, con o sin DMSO, como se
analiza a continuacion).

Pueden describirse hHCC diferenciadas que tienen una caracteristica de un hepatocito primario humano en términos
de la expresion diferencial de uno o mas biomarcadores fenotipicos con respecto a la expresada por un control
negativo, por ejemplo, la hHCC cultivada en ausencia de suero humano (por ejemplo, en presencia de un suero no
humano tal como FBS o suero bovino adulto (ABS), pudiendo ser el cultivo con o sin DMSO). De este modo, por
ejemplo, se considera que un nivel de expresién de un biomarcador fenotipico en células de hHCC cultivadas en
suero no humano (por ejemplo, FBS o ABS, con o sin DMSO) es negativo para la expresion de marcadores
fenotipicos de un hepatocito primario humano de albimina, alfa 1-antitripsina, LxRa/NR1H3, ocludina y claudina-1 a
un nivel caracteristico de un hepatocito primario humano.

Pueden describirse células de hHCC diferenciadas que tienen un fenotipo caracteristico de un hepatocito primario
humano como que presentan una expresion diferencial de 1, 2, 3, 4 o mas de albimina, alfa l-antitripsina,
LxRa/NR1H3, claudina-1 y ocludina, donde la expresion nivel del biomarcador en la hHCC diferenciada es
significativamente mayor que el nivel de expresion del biomarcador de la hHCC cultivada en ausencia de suero
humano y puede ser al menos 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces o mayor en hHCC diferenciada en comparacion con la
hHCC cultivada en ausencia de suero humano.

Los marcadores fenotipicos de un fenotipo de un hepatocito primario humano incluyen caracteristicas morfolégicas.
Las caracteristicas morfolégicas de los hepatocitos primarios humanos incluyen el aspecto granular, la forma
poligonal (por ejemplo, en forma cubica) de las células, la formacion de uniones estrechas y el pavimento como
organizacion de la poblacion celular, siendo la multinucleacion también con frecuencia una caracteristica tipica de un
hepatocito humano primario.
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Un marcador fenotipico de un fenotipo de un hepatocito primario humano incluye caracteristicas fisioldégicas
celulares, por ejemplo, actividades celulares asociados a un hepatocito primario humano. Las caracteristicas
fisiolégicas de un fenotipo de hepatocito primario humano incluyen la secrecién de albumina, asi como la captacion y
utilizacion de lipidos de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Puede describirse una hHCC totalmente diferenciada que tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano
mediante cualquier combinacién adecuada de los marcadores fenotipicos descritos en el presente documento,
donde la combinacion es suficiente para distinguir un hepatocito primario humano de las células que no son un
hepatocito primario humano. En general, la hHCC completamente diferenciada que tiene un fenotipo de un
hepatocito primario puede identificarse por ser positiva para la expresion de alfa 1-antitripsina y albumina y por la
forma celular poligonal (por ejemplo, en forma cubica). En hHCC completamente diferenciada, la albimina y la alfa
l-antitripsina pueden expresarse cada una en un nivel qgue no sea significativamente menor y que puede ser
aproximadamente el mismo o mayor que, un nivel de expresion de albumina y alfa 1-antitripsina en un hepatocito
primario humano cultivado en las mismas condiciones.

Una hHCC completamente diferenciada que tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano también puede
caracterizarse opcionalmente mediante la expresion de una o ambas proteinas de unién estrecha claudina-1 y
ocludina. Por ejemplo, una hHCC completamente diferenciada que tiene un fenotipo de un hepatocito primario
humano puede expresar cada una de claudina-1 y ocludina a un nivel que no sea significativamente menor y puede
ser aproximadamente el mismo o mayor que, el de un hepatocito primario humano cultivadas en las mismas
condiciones. Una hHCC totalmente diferenciada que tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano también
puede estar caracterizada por la caracteristica morfoldgica de la presencia de uniones estrechas y/o por la funcién
fisioloégica de la capacidad de absorcion y utilizacion de los lipidos de LDL.

Pueden detectarse marcadores de un fenotipo de hepatocitos primarios humanos usando cualquier método
adecuado. Por ejemplo, pueden detectarse marcadores usando cualquier técnica inmunoldgica adecuada, tal como
inmunocitoquimica de flujo para marcadores de superficie celular o inmunohistoquimica (por ejemplo, de células
fijadas o secciones de tejido) para marcadores intracelulares o de superficie celular. Por ejemplo, la expresion de un
antigeno de superficie celular puede detectarse mediante la unién de un anticuerpo especifico para el antigeno en
un ensayo de inmunocitoquimica o de citometria de flujo convencional, opcionalmente después de la fijacion de las
células, y, opcionalmente, usando un anticuerpo secundario marcado u otro conjugado para amplificar el marcaje.

La expresion de marcadores de productos génicos también puede detectarse a nivel del ARNm por andlisis por
transferencia Northern, andlisis de hibridacion por transferencia puntual o mediante reaccion en cadena de la
polimerasa iniciada por transcriptasa inversa (RT-PCR) usando cebadores especificos de secuencia en métodos de
amplificaciéon convencionales. Los datos de secuencia para marcadores particulares pueden obtenerse de bases de
datos publicas tales como GenBank.

La presente divulgacion puede proporcionar una poblacion de células de cultivo que comprende células de hHCC
tanto indiferenciadas como diferenciadas de manera que una proporcion de células en la poblacién tiene las
caracteristicas de un hepatocito primario humano. Por ejemplo, dichos cultivos celulares pueden incluir aquellos en
los que al menos aproximadamente el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el
60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 98 % o mas de las células en la poblacién
son células de hHCC diferenciadas, por ejemplo, que son positivas para uno, dos, tres 0 mas de cualquiera de los
marcadores fenotipicos y/o marcadores morfologicos caracteristicos de un hepatocito primario humano como se han
descrito anteriormente. También puede ser deseable reducir al minimo la proporcion de células de hHCC
indiferenciadas en una poblacién celular. En ciertas realizaciones, las poblaciones de células de hHCC diferenciadas
tienen menos del 15 %, menos del 10 % o menos del 5 % de células hHCC indiferenciadas.

Los métodos de la presente solicitud pueden proporcionar grandes poblaciones de células de hHCC diferenciadas
que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano. Pueden producirse poblaciones de al menos 108, 10" o
10'? células que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano.

Las composiciones de la presente divulgacion incluyen poblaciones celulares cultivadas que comprenden células
gue tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano, en las que las células son la progenie diferenciada de una
estirpe celular de hHCC; y un medio de cultivo que comprende suero humano. En algunas realizaciones, el cultivo
celular se ha mantenido de forma continua durante al menos 7 dias, al menos 8 dias, al menos 9 dias, al menos 10
dias, al menos 11 dias, al menos 12 dias, al menos 13 dias, al menos 14 dia, al menos 15 dias, al menos 16 dias, al
menos 17 dias, al menos 18 dias, al menos 19 dias, al menos 20 dias o al menos 21 dias o0 mas. En algunas
realizaciones, el medio de cultivo comprende suero humano de aproximadamente el 1 % al 20 %, opcionalmente de
aproximadamente el 2 % al 10 % de suero humano. En algunas realizaciones, la estirpe celular de hHCC es una
estirpe celular Huh-7 o derivada de Huh-7. En algunas realizaciones las células cultivadas se adhieren sobre un
soporte sélido (por ejemplo, un pocillo de una placa de cultivo, una perla y similares), en el que el soporte sélido
comprende opcionalmente uno o mas componentes de la matriz extracelular, por ejemplo, colageno (por ejemplo,
colageno de tipo 1), para facilitar la adherencia de las células cultivadas al soporte soélido.
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Las composiciones de la presente divulgacién incluyen poblaciones celulares cultivadas que comprenden células de
hHCC diferenciadas que se han mantenido en cultivo durante al menos 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4
semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas u 8 semanas 0 mas.

Las células diferenciadas a partir de estirpes celulares de hHCC presentan un fenotipo de un hepatocito primario
humano, pero, debido a que derivan de una estirpe celular de hHCC, también pueden caracterizarse como que son
progenie diferenciada de la célula o estirpe celular de origen. En consecuencia, la hHCC diferenciada tendra el
mismo genoma que las células de las que deriva. Esto significa que, por encima de cualquier cambio de cariotipo, el
ADN cromosémico sera mas del 90 % idéntico entre la estirpe celular original parental de hHCC y las células de
hHCC diferenciadas producidas a partir de y que tiene el fenotipo de un hepatocito primario humano. Todavia se
considera que las células de hHCC diferenciadas que han sido sometidas a cambios genéticos normalmente
asociados al cultivo de la estirpe celular de hHCC parental con métodos de cultivo convencionales, o que han sido
tratadas por métodos recombinantes para introducir un transgén o una inactivacién en un gen enddgeno, tienen el
mismo genoma que la estirpe de la que derivan, puesto que se conservan todos los elementos genéticos no
manipulados de forma recombinante. Las células de hHCC diferenciadas y sus células de hHCC parentales pueden
identificarse como que tienen el mismo genoma mediante técnicas de identificacién genética convencional.

Esta caracteristica puede ser una caracteristica valiosa de las células de hHCC diferenciadas de la presente
divulgacion. Por ejemplo, el uso de la misma estirpe celular de hHCC para generar células de hHCC diferenciadas
pueden reducir la variacion entre las poblaciones de células de hHCC diferenciadas generadas en momentos
diferentes.

Ciertas realizaciones de las composiciones de la divulgacion incluyen células de origen (tales como una estirpe
celular de hHCC indiferenciada o una poblacién intermedia) en combinacién con células diferenciadas que tienen
caracteristicas de los hepatocitos primarios humanos. Las dos poblaciones pueden estar o hien en el mismo
recipiente (por ejemplo, en cocultivo), en recipientes separados en la misma instalacion o en dos lugares diferentes.
Las células indiferenciadas y diferenciadas pueden estar presentes de forma simultdnea o en un momento diferente,
tal como cuando se provoca que un cultivo de células indiferenciadas se diferencien en su totalidad en hHCC
diferenciada.

METODOS Y COMPOSICIONES QUE USAN MEDIO DE CULTIVO QUE CONTIENE SUERO POBRE EN
LIPOPROTEINAS DE UNION AL RECEPTOR DE LDL

La presente divulgaciéon también proporciona métodos y composiciones para su uso en la infeccién de células
cultivadas con un microorganismo hepatoétrofo (por ejemplo, virus hepatoétrofo, parasito hepatétrofo (por ejemplo,
malaria) y similares). En general, el método implica la exposiciéon de las células cultivadas a un microorganismo
hepatétrofo en presencia de medio de cultivo que contiene suero pobre en lipoproteinas de union al receptor de LDL,
incluyendo LDL y VLDL, para facilitar la infeccion de las células cultivadas por el microorganismo hepatétrofo tal
como un virus de la hepatitis, por ejemplo, el virus de la hepatitis A, B, C, D o E (VHA, VHB, VHC, VHD, VHE) y
similares, citomegalovirus (CMV). Cuando el microorganismo hepatétrofo es un virus de la hepatitis, el virus puede
estar en cualquier genotipo (por ejemplo, VHC genotipo 1 (por ejemplo, el genotipo 1a, 1b, 1c), 2, 3,4, 5,6y 7)y
puede ser un virus de origen natural (por ejemplo, un virus obtenido a partir de un primate infectado, por ejemplo, un
aislado clinico obtenido de un ser humano infectado), un virus adaptado al cultivo tisular, un virus modificado
genéticamente, un virus quimérico o un virus seudotipado.

Las células para su uso en los métodos que utilizan suero pobre en lipoproteinas de unién al receptor de LDL
pueden ser cualquier célula de hepatocitos adecuada, tal como hepatocitos primarios, una estirpe celular de
hepatocitos inmortalizada (por ejemplo, una célula de hHCC) y células de hHCC diferenciadas de acuerdo con los
métodos desvelados en el presente documento para presentar un fenotipo de un hepatocito primario humano). El
presente método encuentra un uso particular en proporcionar la infeccién de las células de hepatocitos cultivadas
(por ejemplo, hepatocitos primarios o estirpes celulares de hepatocitos inmortalizadas, incluyendo células de hHCC
diferenciadas para presentar un fenotipo de un hepatocito primario humano) con un aislado clinico de un virus de
hepatitis, por ejemplo, un aislado clinico del VHC.

El suero pobre en lipoproteinas de union al receptor de LDL para su uso en el medio de cultivo en estos métodos de
la presente divulgacion puede prepararse por cualquier método adecuado disponible en la técnica. El suero para su
uso en los métodos puede ser de origen humano, bovino (por ejemplo, bovino fetal) o de cualquier otra fuente
adecuada. En un ejemplo, el suero pobre en lipoproteinas de union al receptor de LDL se prepara poniendo en
contacto el suero con un agente de unién para las lipoproteinas que se unen al receptor de LDL, por ejemplo, el
receptor de LDL humana (por ejemplo, un anticuerpo de lipoproteina de unién al receptor anti-LDL (por ejemplo, un
anticuerpo policlonal o monoclonal, un anticuerpo anti-VLDL, un anticuerpo anti-LDL, un anticuerpo anti-
apolipoproteina B) o heparina) durante un periodo de tiempo suficiente para proporcionar la union al agente de
unién, seguido de la recuperacién de componentes del suero que no se unen al agente de unién para su uso en el
medio de cultivo. Por "suero pobre en lipoproteinas de unién al receptor de LDL" se entiende un suero que esta
empobrecido en lipoproteinas de union al receptor de LDL con respecto al suero antes del tratamiento ("suero sin
tratar") y abarca el suero que estd empobrecido en las lipoproteinas de unién del receptor de LDL en al menos el
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20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 % o mas con respecto al suero antes del
empobrecimiento. En una realizacion, el suero pobre en lipoproteinas de unién al receptor de LDL no esta
sustancialmente empobrecido en HDL (que no se une significativamente al receptor de LDL) con respecto al suero
antes del tratamiento.

En una realizacion, suero pobre en lipoproteinas de union al receptor de LDL se prepara poniendo en contacto el
suero con heparina como agente de union, donde el contacto es durante un periodo de tiempo suficiente para
proporcionar la unién de los componentes de unién a heparina en el suero (por ejemplo, LDL, VDL) a la heparina,
seguida de la recuperacién de componentes del suero que no estan unidos por la heparina para su uso en el medio
de cultivo.

El suero para su uso en los presentes métodos incluye suero pobre en al menos el 25 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %,
el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o mas de las lipoproteinas en comparacion con el suero antes del
empobrecimiento, el suero pobre en al menos el 25 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 %
de las lipoproteinas de union a heparina en comparacién con el suero antes del emprobrecimiento, y/o suero pobre
en al menos el 25 %, el 30 % , el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 % o mas de ApoB en comparacién
con el suero antes del emprobrecimiento.

Los métodos de la presente divulgacién que usan suero pobre en lipoproteinas (por ejemplo, suero tratado con
heparina) implican infectar células (por ejemplo, una célula de hHCC, hepatocitos primarios humanos u otras células
susceptibles a la infeccién por un microorganismo hepatotrofo) con un microorganismo hepatétrofo, donde las
células se cultivan en medio que contiene suero pobre en lipoproteinas. Después de la infeccion, las células pueden
trasladarse a cualquier medio de cultivo adecuado (por ejemplo, medio que contiene HS para células de hHCC
cuando se desea diferenciacion o el mantenimiento de células de hHCC diferenciadas).

uUsos

Los métodos y composiciones de la presente divulgacion pueden usarse en diversas formas tales como, pero no
limitas a, produccién de particulas viricas (por ejemplo, como en la produccion de vacunas viricas), estudio de la
funcién de los hepatocitos y métodos de cribado. Se describen a continuaciéon ejemplos de usos con més detalle.

Produccién de particulas viricas

Los métodos y composiciones de la presente divulgacién pueden utilizarse en la produccién de particulas viricas, en
particular particulas viricas de un virus hepatétrofo tal como un virus de la hepatitis, por ejemplo, el virus de la
hepatitis A, B, C, D o E (VHA, VHB, VHC, VHD, VHE) y similares, citomegalovirus (CMV). El virus puede estar en
cualquier genotipo (por ejemplo, VHC de genotipo 1 (por ejemplo, el genotipo 1a, 1b, 1c), 2, 3, 4,5, 6 y 7) y puede
ser un virus de origen natural (por ejemplo, un virus obtenido a partir de un primate infectado, por ejemplo, un ser
humano infectado, con frecuencia denominado un "aislado clinico"), un virus adaptado al cultivo tisular, un virus
modificado genéticamente o un virus seudotipado.

Las células de hHCC diferenciadas, productoras de particulas viricas, de la presente divulgacién pueden
conseguirse usando cualquier método adecuado. Por ejemplo, puede introducirse un genoma virico en las células
por infeccidn, electroporacion, transfeccién y similares. En algunas realizaciones, las células de hHCC y/o la célula
de hHCC diferenciada no se modifican por técnicas recombinantes con el fin de proporcionar un genoma virico
gendmicamente integrado. En algunas realizaciones, las células de hHCC y/o las células de hHCC diferenciadas no
se modifican genéticamente para incluir un genoma virico genémicamente integrado unido operativamente a un
promotor que no es nativo al genoma virico.

Pueden introducirse genomas viricos en células de hHCC antes de la diferenciacién en medio que contiene HS, en
el momento de la transicion desde el medio que contiene FBS al medio que contiene HS, durante la diferenciacién
mediante el cultivo en un medio que contiene HS (por ejemplo, a los 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias después de la transicion al
medio que contiene HS) o después de la detencion del crecimiento y/o diferenciacién a un fenotipo de un hepatocito
primario humano (por ejemplo, a los 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 dias o mas después de la transicién al medio que
contiene HS).

Cuando se han de introducir genomas viricos por infeccién, la infeccion puede realizarse en medio de cultivo que
contiene suero pobre en lipoproteinas (por ejemplo, tratado con heparina) (por ejemplo, suero humano, suero bovino
fetal) como se ha descrito anteriormente. Opcionalmente, tras la infeccién las células pueden trasladarse a medio
que contiene HS, por ejemplo, para proporcionar para la diferenciacion de las células de hHCC y/o para facilitar la
viabilidad celular. En una realizacion, las células de hHCC indiferenciadas o diferenciadas se cultivan en medio que
contiene suero pobre en lipoproteinas durante un periodo de tiempo para permitir la infeccion de las particulas
viricas afiadidas a las células. Después del periodo de infeccién, el medio de cultivo se reemplaza con medio que
contiene HS y las células se cultivan durante un periodo de tiempo para proporcionar la diferenciacion de las células
de hHCC, continuar la diferenciacion de las células de hHCC y/o proporcionar el mantenimiento de las células de
hHCC diferenciadas y proporcionar la produccioén de particulas viricas.
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La presente divulgacién7proporciona cultivos de células de hHCC diferenciadas que comprenden al menos 10°, al
menos 106, al menos 10°, al menos 108, o al menos 10° 0 mas particulas viricas por mililitro de medio de cultivo. La
presente divulgacion proporciona ademas dichos cultivos productores de particulas viricas que pueden mantenerse
durante al menos 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas u 8 semanas o
mas.

Las particulas viricas producidas a partir de células de hHCC cultivadas en HS presentan caracteristicas
estructurales que distinguen las mismas de particulas viricas producidas en células de hHCC cultivadas en suero no
humano (por ejemplo, en FBS). Por ejemplo, cuando se producen en células de hHCC diferenciadas cultivadas en
HS, las particulas viricas tienen una menor densidad media que cuando se producen a partir de células de hHCC
cultivadas en FBS. Por ejemplo, cuando las particulas de VHC se producen en células de hHCC cultivadas en FBS,
aproximadamente el 75 % de las particulas viricas tienen una densidad mayor de aproximadamente 1,16g/ml. Por el
contrario, cuando las particulas de VHC se producen en células de hHCC cultivadas en HS, las particulas de VHC
tienen una densidad media mas baja, teniendo solo un 25 % de las particulas de VHC de la poblacion una densidad
mayor de 1,16 g/ml. Ademas, las particulas de VHC producidas a partir de células de hHCC cultivadas en HS se
asocian a ApoB, por lo general estando al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al
menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 % o al menos aproximadamente el 90 % o mas
de las particulas de VHC en la poblaciéon de particulas viricas producidas, asociadas a ApoB.

Las particulas viricas producidas a partir de las células de hHCC diferenciadas pueden utilizarse en diversas
maneras. Por ejemplo, las particulas viricas producidas a partir de las células de hHCC diferenciadas pueden
aislarse del medio de cultivo celular y formularse de manera que sean adecuadas para la administracién como una
vacuna. Las particulas viricas pueden usarse en ambientes de investigacion, por ejemplo, para la infecciéon de
modelos animales, tales como un modelo de ratén quimérico humano. Las poblaciones de células de hHCC
diferenciadas también proporcionan una herramienta de investigacion para su uso en el estudio de los virus,
especialmente los virus hepatétrofos.

Ensayos

Las hHCC diferenciadas de la presente divulgacion encuentran un uso en diversos ensayos. Por ejemplo, las hHCC
diferenciadas pueden servir como un modelo de hepatocitos humanos y, por tanto, un modelo de la funcién y la
enfermedad hepaticas (por ejemplo, la carcinogénesis, la esteatosis (higado graso)). Otros usos incluyen los
estudios del metabolismo y la secrecion de las lipoproteinas, y estudios metabdlicos, tanto de intermedios biol6gicos
como de compuestos xenobidticos (por ejemplo, la oxidacién por el citocromo P450).

Los ensayos que usan las hHCC diferenciadas de la presente divulgacion pueden implicar, por ejemplo, evaluar el
efecto de un agente sobre las células que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano, por ejemplo, para
evaluar el efecto de un agente sobre la funcién de los hepatocitos humanos (por ejemplo, para evaluar la toxicidad
en el higado de un agente); para evaluar el metabolismo de un agente por un hepatocito humano; estudiar los
mecanismos implicados en la funcién de los hepatocitos; y similares. Las células de hHCC diferenciadas pueden
utilizarse para el cribado de agentes (tales como disolventes, farmacos de moléculas pequefias, péptidos,
polinucleétidos) y/o condiciones ambientales (tales como condiciones de cultivo o manipulacion) que afectan a las
caracteristicas de las células que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano.

Evaluacion de la actividad de un agente (por ejemplo, un agente candidato) generalmente implica poner en contacto
una célula de hHCC diferenciada con el agente, ya sea solo o en combinaciéon con otros agentes (por ejemplo,
farmacos que tienen una actividad conocida). Después de la incubacion durante una cantidad de tiempo suficiente,
se realiza un ensayo apropiado para detectar el efecto, si lo hay, del agente candidato sobre las células de hHCC
diferenciadas (por ejemplo, mediante la evaluacion de un cambio en la morfologia celular, la funcion celular, el
cambio en un marcador de un fenotipo de un hepatocito primario humano). La presencia o ausencia de un efecto del
agente sobre el fenotipo se detecta y se analiza, por ejemplo, mediante la comparacion con un control (por ejemplo,
por comparacién con el fenotipo en ausencia del agente y/o por comparacién con el fenotipo en presencia de un
agente que tiene un efecto conocido sobre una célula hepatica).

Por ejemplo, cuando el ensayo es evaluar el efecto de un agente candidato sobre el metabolismo de las
lipoproteinas, el ensayo puede implicar el cribado de un cambio en un marcador fenotipico, por ejemplo, un cambio
morfoldgico (por ejemplo, la presencia o ausencia de un cambio en la organizacion de los lipidos en la célula de
hHCC diferenciada (por ejemplo, como se indica por la presencia 0 ausencia de gotitas de lipidos y/o un cambio en
el patrén de dichas gotitas de lipidos)) o un cambio en un biomarcador, tal como una lipoproteina o lipido (por
ejemplo, un cambio en un nivel de una lipoproteina o un lipido), en presencia del agente candidato en comparacion
con la ausencia del agente candidato. Un cambio en el marcador fenotipico en presencia del agente candidato en
comparacion con la ausencia del agente indica que el agente candidato tiene un efecto sobre el metabolismo de las
lipoproteinas.

En un aspecto, en el presente documento se proporciona un método para evaluar el efecto de un agente candidato
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sobre la secrecion de lipoproteinas de cualquiera de las células de hHCC diferenciadas proporcionados en el
presente documento. Como se analiza en los Ejemplos a continuacion, la estirpe celular de carcinoma hepatocelular
humano (hHCC) cultivada en un medio de cultivo que comprende suero humano durante al menos 3-5 dias 0 mas
secreta lipoproteina (por ejemplo, VLDL, LDL, HDL). A los 14 dias o mas de cultivo en medio de cultivo que
comprende suero humano, las células de hHCC secretan lipoproteinas a niveles que se parecen mucho a los
secretados por los hepatocitos primarios humanos en cultivo, y también se parecen mucho a los niveles de
lipoproteinas que se encuentran en el suero humano. Por tanto, el perfil de lipoproteinas secretadas de las células
de hHCC cultivadas en suero humano es similar al perfil de lipoproteinas secretadas por los hepatocitos primarios
humanos y al perfil de lipoproteinas encontrado en el suero humano. Como tal, un cambio en los niveles de
secrecién de lipoproteinas en presencia de un agente candidato en comparacion con la ausencia del agente indica
gue el agente candidato tiene un efecto sobre la secrecion de lipoproteinas.

En ciertas realizaciones, el método incluye las etapas de incubar un cultivo celular que comprende una estirpe
celular de carcinoma hepatocelular humano (hHCC) en medio que contiene HS durante mas de 14 dias. La estirpe
celular de hHCC puede cultivarse en cualquier medio que contenga HS descrito en el presente documento durante 3
dias o mas. En ciertas realizaciones, la estirpe celular de carcinoma hepatocelular humano (hHCC) se cultiva en el
medio que contiene HS durante 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29 0 30 o0 mas dias antes del contacto con el agente candidato.

Después de cultivar la estirpe celular de hHCC durante un periodo de tiempo seleccionado (por ejemplo, para
proporcionar un perfil de lipoproteinas secretadas deseado), la estirpe celular se pone en contacto con el agente
candidato. Los agentes candidatos incluyen, pero no se limitan a, moléculas sintéticas, de origen natural o
producidas de forma recombinante (por ejemplo, molécula pequefa, farmacos; polinucleétidos; polipéptidos;
péptidos; anticuerpos, factores enddgenos presentes en las células eucariotas o procariotas (por ejemplo,
polipéptidos, extractos vegetales y similares)); etc.). Los agentes candidatos incluyen agentes de numerosas clases
quimicas, aunque normalmente son moléculas organicas, preferentemente compuestos organicos pequefios que
tienen un peso molecular de mas de 50 y menos de aproximadamente 2.500 Dalton. Los agentes candidatos
incluyen biomoléculas tales como, pero no limitadas a: anticuerpos, péptidos, sacaridos, acidos grasos, esteroides,
purinas, pirimidinas, derivados, analogos estructurales, inhibidores de acido nucleico o combinaciones de los
mismos.

El método puede implicar la administracién de cantidades variables del agente candidato (desde nada de agente a
una cantidad de agente que se aproxime a un limite superior de la cantidad que puede administrarse dentro de los
limites de toxicidad para las células cultivadas) y puede incluir la administracion del agente en diferentes
formulaciones. Los agentes pueden administrarse solos o pueden combinarse en combinaciones de dos o0 mas, por
ejemplo, cuando se ha de evaluar el efecto de una terapia de combinacién de farmacos candidatos.

Después de la incubacién durante una cantidad de tiempo suficiente con el agente candidato, se realiza un ensayo
apropiado para detectar el efecto, si lo hay, del agente candidato sobre las células de hHCC diferenciadas para
secretar lipoproteinas. En ciertas realizaciones, el método incluye la etapa de evaluar el nivel de lipoproteinas (por
ejemplo, VLDL, LDL, y/o HDL) en el medio que contiene HS. Los niveles de lipoproteinas que son secretadas por las
células de hHCC pueden evaluarse por cualquier método adecuado. Por ejemplo, los niveles de lipoproteinas
secretadas pueden evaluarse mediante el ensayo del medio recogido de las células de hHCC cultivadas para
obtener un perfil de lipoproteinas (una medida de los niveles del colesterol HDL, LDL y/o VLDL de los triglicéridos).
Los perfiles de lipoproteinas pueden obtenerse, por ejemplo, usando ultracentrifugacion o por técnicas de
cromatografia liquida. Véase, por ejemplo, Brousseau et al. (1993) Clinical Chemistry 39 (6):960-964. En ciertas
realizaciones, el perfil de lipoproteinas se obtiene mediante el aislamiento de los medios utilizados para cultivar las
células de hHCC y separando las lipoproteinas del medio, usando la cromatografia liquida de proteina rapida de
exclusién por tamafio. El contenido de lipidos (por ejemplo, de colesterol o de triglicéridos) puede medirse
posteriormente por cualquier método de cribado de lipidos adecuado, incluyendo los métodos de cribado de lipidos
basados en la fluorescencia. VVéase, por ejemplo, Yang et al. (2012) Chem Phys Lipids 165 (2):133-41.

La presencia o ausencia de un efecto del agente candidato sobre la secrecion de lipoproteinas se determina por
comparaciéon con una muestra de control (por ejemplo, un perfil de lipoproteinas de control obtenido a partir de
medios de células de hHCC no en contacto con el agente). En dichas realizaciones, una diferencia en los niveles de
lipoproteinas en presencia de un agente candidato en comparacion con la muestra de control indica que el agente
candidato tiene un efecto sobre la secrecién de lipoproteinas. Cualquier muestra adecuada puede servir como una
muestra de control para la comparacion con los niveles de lipoproteinas obtenidos a partir de la estirpe celular de
hHCC en contacto con el agente candidato. En realizaciones especificas, la muestra de control es un perfil de
lipoproteinas obtenido de una estirpe celular de carcinoma hepatocelular humano (hHCC) cultivada en el medio que
contiene HS en las mismas condiciones que la muestra que se somete a ensayo y en ausencia del agente
candidato. En otras realizaciones, se hace una comparacion a un perfil de lipoproteinas de una muestra en contacto
con un agente que tiene un efecto conocido sobre la secrecion de lipoproteinas de los hepatocitos.
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Dichos métodos pueden ser Utiles, por ejemplo, en el cribado de agentes terapéuticos para su uso en el tratamiento
de enfermedades y afecciones mediadas por lipoproteinas, incluyendo, pero no limitadas a, dislipidemia,
hipolipidemia,  hiperlipidemia,  hipolipoproteinemia,  hiperlipoproteinenemia, @ Enfermedad de  Tangier,
hiperalfalipoproteinemia, hipoalfalipoproteinemia, arteriopatia coronaria (AC), enfermedad cerebrovascular (ECV),
aterosclerosis, trombosis e ictus. En realizaciones especificas, el método es para la prevencion o el tratamiento de la
aterosclerosis. En dichas realizaciones, una disminucién de VLDL o LDL o un aumento de HDL en el medio de
cultivo, en comparacion con la muestra de control es indicativa de que el agente candidato puede utilizarse para la
prevencion o el tratamiento de la aterosclerosis.

Cuando los ensayos son para evaluar el metabolismo de un farmaco, el método implica generalmente poner en
contacto un cultivo de células de hHCC diferenciadas que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano con
un farmaco durante un periodo de tiempo suficiente para la produccion de metabolitos del farmaco (si los hay) y el
ensayo de metabolitos del farmaco (por ejemplo, en el sobrenadante del cultivo). Pueden detectarse metabolitos de
farmacos usando métodos disponibles en la técnica. El metabolito puede someterse a un analisis adicional, por
ejemplo, para identificar la estructura del metabolito.

Cuando el ensayo es para evaluar la toxicidad de un agente en hepatocitos humanos, el método implica
generalmente poner en contacto un cultivo de células de hHCC diferenciadas que tienen un fenotipo de un
hepatocito primario humano con un agente y detectar un cambio en un marcador fenotipico (por ejemplo, un cambio
morfolégico y/o un cambio en un biomarcador indicativo de la toxicidad, por ejemplo, un cambio en un nivel de
transaminasa). El cribado de un cambio en presencia del agente en comparacion con la ausencia del agente (por
ejemplo, un aumento de las transaminasas en el medio celular en presencia del agente y/o un aumento en un
marcador fenotipico de muerte celular (por ejemplo, un marcador fenotipico de muerte celular apoptotica, muerte
celular necrética (por ejemplo, TUNEL, caspasa)) es un indicador de la toxicidad del agente para las células de
hHCC diferenciadas).

Cuando las hHCC diferenciadas se cultivan con un microorganismo hepatétrofo (por ejemplo, un virus hepatétrofo tal
como VHC, VHB), los ensayos pueden implicar el estudio de la entrada, la replicacion, y, en el contexto de los virus,
la produccién de particulas viricas. Los ensayos también pueden proporcionar el cribado de agentes patdégenos anti-
hepatétrofos, por ejemplo, agentes antiviricos.

Por ejemplo, cuando el ensayo es para detectar agentes antiviricos, el ensayo generalmente puede implicar la
incubacién de las células de hHCC diferenciadas en presencia de un genoma virico con el agente candidato al
menos un ensayo, Y el cribado de la presencia o la ausencia de un efecto sobre el virus. Esto puede realizarse
mediante, por ejemplo, el ensayo de replicacion virica. El ensayo de replicacion virica puede realizarse mediante,
por ejemplo, la evaluacién de los niveles de particulas viricas (por ejemplo, los titulos viricos), el cribado de acido
nucleico virico y similares. Por ejemplo, cuando las células de hHCC diferenciadas estan infectadas con el VHC, los
niveles de VHC pueden evaluarse mediante la medicién de los titulos viricos, la medicion del ARN de VHC
cuantitativamente, la medidicion de particulas viricas de VHC (por ejemplo, mediante el cribado de las proteinas del
nacleo, por ejemplo, por inmunoensayo), por microscopia y similares. La inhibicién de la replicacion virica para la
produccién de virus puede deberse, por ejemplo, a la inhibicién de la replicacion virica a nivel del acido nucleico, la
inhibicion de la produccién de particulas viricas y/o la inhibicién o la entrada virica en las células. Una disminucion
en la replicacién virica en presencia del agente candidato en comparacion con la ausencia del agente candidato
indica que el agente candidato tiene actividad antivirica.

Pueden adaptarse métodos de cribado para agentes antiviricos para detectar la actividad antivirica de un anticuerpo,
por ejemplo, para someter a ensayo anticuerpos que neutralizan virus mediante, por ejemplo, la inhibicion de la
infectividad virica de una hHCC diferenciada. Dichos anticuerpos pueden ser un anticuerpo policlonal o monoclonal.
En una realizacién, los anticuerpos que se detectaran estan presentes en una muestra biolégica obtenida de un
sujeto expuesto a un virus (por ejemplo, VHC) o a quien se le ha administrado una vacuna (por ejemplo, una vacuna
candidata). La muestra biolégica puede ser, por ejemplo, sangre o una fraccion de la misma, por ejemplo,
sospechosa de contener anticuerpos antiviricos. En una realizacién, las células de hHCC diferenciadas estan
infectadas con un aislado virico clinico. El ensayo puede incluir la comparacion de la replicacion virica en presencia
del anticuerpo o la muestra que se sospecha que contiene el anticuerpo, donde una disminucién en la replicacién
virica en presencia del anticuerpo o la muestra es un indicador de la actividad antivirica. Cuando la muestra
biolégica es de un sujeto después de la inmunizacién, la actividad antivirica de la muestra después de la
inmunizacién puede compararse con la actividad antivirica de una muestra biolégica antes de la inmunizacion (por
ejemplo, del mismo sujeto).

Puede detectarse cualquiera de diversos agentes candidatos. "Agentes candidatos” tiene por objeto incluir moléculas
sintéticas, de origen natural o producidas de forma recombinante (por ejemplo, molécula pequefia; farmacos;
polinucleétidos; polipéptidos; péptidos; anticuerpos, factores enddégenos presentes en las células eucariotas o
procariotas (por ejemplo, polipéptidos, extractos vegetales y similares)); etc.). Los agentes candidatos abarcan
numerosas clases quimicas, aunque normalmente son moléculas organicas, preferentemente compuestos organicos
pequefios que tienen un peso molecular de mas de 50 y menos de aproximadamente 2.500 Dalton. Los agentes
candidatos también pueden incluir biomoléculas tales como, pero no limitadas a: anticuerpos, péptidos, sacaridos,
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acidos grasos, esteroides, purinas, pirimidinas, derivados, analogos estructurales o combinaciones de los mismos.

Pueden obtenerse agentes candidatos de una amplia diversidad de fuentes, incluyendo bibliotecas de compuestos
sintéticos o naturales. Por ejemplo, hay numerosos métodos disponibles para la sintesis aleatoria y dirigida de una
amplia diversidad de compuestos organicos y biomoléculas, incluyendo la expresién de oligonucleétidos y
oligopéptidos aleatorizados. Hay disponibles bibliotecas de compuestos naturales en forma de extractos bacterianos,
fungicos, vegetales y animales, o se producen facilmente. Pueden producirse bibliotecas de anticuerpos por
métodos disponibles en la técnica. Adicionalmente, las bibliotecas naturales o producidas mediante sintesis y los
compuestos se modifican facilmente a través de la quimica convencional, medios fisicos y bioquimicos y pueden
usarse para producir bibliotecas combinatorias. Pueden someterse agentes farmacolégicos conocidos a
modificaciones quimicas dirigidas o aleatorias, tales como acilacion, alquilacién, esterificacion, amidificacion, etc.,
para producir analogos estructurales.

El método de ensayo puede implicar la administracién de cantidades variables del agente candidato (desde nada de
agente a una cantidad de agente que se aproxima a un limite superior de la cantidad que puede administrarse
dentro de ciertos limites de toxicidad para las células cultivadas) y puede incluir la administracién del agente en
diferentes formulaciones. Los agentes pueden administrarse solos o pueden combinarse en combinaciones de dos o
mas, por ejemplo, cuando se ha de evaluar el efecto de una terapia de combinacién de farmacos candidato.

Se apreciara que el ensayo puede realizarse en diversos formatos y que el orden para poner en contacto las células
de hHCC diferenciadas con el virus y el agente candidato puede variar. Por ejemplo, las células de hHCC
diferenciadas pueden estar infectadas con virus antes de ponerlas en contacto con el agente candidato; como
alternativa, las células de hHCC diferenciadas pueden ponerse en contacto con el agente candidato antes de la
exposicion a particulas viricas infecciosas.

El agente (por ejemplo, agente candidato, farmaco y/o microorganismo (por ejemplo, virus)) puede afiadirse al medio
de cultivo en el momento de la transicion de las células de hHCC al medio que contiene HS, durante la
diferenciacion de las células de hHCC o después de la diferenciacién las células de hHCC en un fenotipo de un
hepatocito primario humano.

KITS

Los kits de la presente divulgacién pueden incluir células de hHCC, células de hHCC diferenciadas que tienen un
fenotipo de un hepatocito primario humano o ambas. El kit puede incluir opcionalmente componentes del medio de
cultivo, por ejemplo, medios de cultivo (por ejemplo, sin suero o que contiene suero humano), suero humano para su
uso en el cultivo y similares). Por ejemplo, el kit puede incluir medio de hepatocitos primarios (tal como se describe
en detalle en los Ejemplos a continuacion), con o sin suero humano. Los diversos componentes del kit pueden estar
presentes en recipientes separados o ciertos componentes compatibles pueden ser precombinarse en un solo
recipiente, segun se desee.

Los kits pueden incluir instrucciones para el uso de los componentes del kit para poner en préactica un método de la
presente divulgacion. Las instrucciones generalmente se registran en un medio de grabaciéon adecuado, tal como
papel, plastico, almacenamiento electrénico, medio y similares. Por ejemplo, las instrucciones pueden estar
presentes en los kits como un prospecto, en el etiquetado del recipiente del kit o componentes del mismo (por
ejemplo, asociado al envase), etc. En otras realizaciones, las instrucciones estan presentes en forma de un archivo
de datos de almacenamiento electrénico presente en un medio de almacenamiento legible por ordenador adecuado,
por ejemplo, una memoria en disco compacto de solo lectura (CD-ROM), un disco versatil digital (DVD), disquete,
etc. En otros ejemplos, las instrucciones proporcionadas no contienen muchos o todos los detalles del ensayo, sino
mas bien proporcionan orientacién en cuanto a una fuente remota para obtener instrucciones detalladas, por
ejemplo, a través de Internet.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se exponen con el fin de proporcionar a los expertos habituales en la materia una
exposicién y descripcion completa de como realizar y usar la presente invencion, y no tienen por objeto limitar el
alcance de lo que los inventores consideran como su invencién ni tienen por objeto representar que los
experimentos a continuacion son todos o los Unicos experimentos realizados. Se han hecho esfuerzos para asegurar
la exactitud con respecto a los numeros utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero deben tenerse
en cuenta algunos errores experimentales y desviaciones. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes
en peso, el peso molecular es el peso molecular promedio en peso, la temperatura es en grados Celsius y la presién
es la atmosférica o cercana a la atmosférica.

MATERIALES Y METODOS

Los siguientes métodos y materiales se utilizan en los Ejemplos a continuacion.
Condiciones de cultivo convencionales (para la proliferacién celular antes del cultivo en suero humano). Las células
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Huh-7 (JCRB403) estan disponibles en la Coleccién Japonesa de Recursos de Investigacion - Banco de Células
(banco de células JCRB). Las células Huh7.5 fueron un regalo amable del Dr. C. Rice. Se mantuvieron ambas
estirpes celulars (antes del cultivo en suero humano) de acuerdo con los protocolos descritos. En resumen, las
células Huh7.5 o Huh-7 se mantuvieron en medio de cultivo que contenia DMEM/suero de bovino fetal al 10 %
(FBS)/penicilina/estreptomicina con tripsinizacién y la divisién cada 3 a 4 dias. Después de aproximadamente 20-30
pases, se descartaron las células y se descongelé un nuevo vial.

Puesto que el uso de suero humano da como resultado la detencién del crecimiento de las células, los cultivos
celulares se  mantuvieron normalmente en medios que contenian FBS (DMEM/FBS al
10 %l/penicilina/estreptomicina, como se ha descrito anteriormente).

Infeccion de células con virus JFH-1. El virus JFH-1 (JFH) se obtuvo del Dr. T. Wakita. Dos dias antes de la
infeccion, las células se volvieron a sembrar a una densidad del 30 %. Después de la infeccion durante 4 horas, las
células se lavaron y se cultivaron en medio que contenia cualquiera de FBS o HS segun sea apropiado.

Infeccion de ratones quiméricos. Se infectaron ratones SCID/uPA quiméricos trasplantados con hepatocitos
humanos (véase, por ejemplo, el documento WO 01/67854) como se ha descrito anteriormente (Steenbergen et al.
(2010) Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 299: G844-854; Mercer et al. (agosto de 2001) Nat Med 7 (8): 927-33.
La infeccion se realizé usando 100 ml de sobrenadante de cultivo tisular a partir de células infectadas por el JFH o
suero de pacientes infectados por el VHC. Se determinaron los titulos de VHC y la albimina humana (hAlb) en el
suero en los ratones quiméricos de modelo de raton por PCR cuantitativa y ELISA, respectivamente.

Visualizacion y cuantificacién de gotitas de lipidos por inmunofluorescencia. Se cultivaron células en cubreobjetos y
se cultivaron o bien en FBS o HS. Las células se tifieron con Bodipy 493/503 (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor con el fin de visualizar las gotitas de lipidos. La cantidad de tincion de lipidos neutros se
visualizd usando un microscopio de fluorescencia. Las imagenes de la tincion Bodipy 493/503 en diferentes
condiciones de cultivo celular se tomaron usando ajustes del microscopio y de exposicion idénticos. La cantidad de
fluorescencia se cuantificd usando el software ImageJ (National Institutes of Health). Los datos se recogieron en 3
experimentos independientes, con 4-8 campos microscopicos medidos por condicion. El fondo y la autofluorescencia
fueron insignificantes.

La distribucién y la forma de las gotitas de lipidos se examinaron en muestras teflidas por separado con la
configuracion de microscopia idéntica, pero con la exposicion optimizada para cada condicion individual.

Centrifugacion por gradiente/densidad de sacarosa. Se realizé un analisis de ultracentrifugacion en gradiente-
densidad de sacarosa como se ha descrito anteriormente (Zhong et al. (2005) Proc Natl Acad Sci USA. 102:9294-
9299). Los sobrenadantes de las células infectadas con el VHC se centrifugaron a 300 g durante 5 min para eliminar
restos celulares en 1 ml de tampén TNE (Tris HCI 50 mm, pH 8; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM) que contenia
inhibidores de la proteasa (RocheApplied Ciencia, Indianapolis), se cargaron en un gradiente de sacarosa al 20-
60 % (volumen total de 12,5 ml) y se centrifugaron a 120.000 g durante 16 horas a 4 °C en un rotor SW4L1Ti
(Beckman). Las fracciones de 0,5 ml cada una se recogieron de la parte superior del gradiente y el titulo en cada
fraccion se determind por RT-PCR cuantitativa como se describe a continuacién. La densidad de cada fraccion se
determin6 mediante la determinacion del peso de un volumen conocido.

Inmunoprecipitacion de particulas gue contienen ApoB. Se realizaron experimentos de inmunoprecipitacion
esencialmente como se ha descrito anteriormente (Steenbergen et al. (2010) Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol
299: G844-854). Se incubaron suero o muestras de sobrenadante de cultivo celular (50 ml) con titulos de al menos
10° copias de ARN/ml durante la noche con 7,5 ul de anticuerpo anti ApoB (Chemicon AB742, apolipoproteina B de
cabra anti humana; reacciona de forma cruzada con ApoB humana, de ratén y bovino), a 4 °C mientras giraba. Se
afiadio suspensién de Proteina G (20 ml, GE healthcare, Proteina Sefarosa 4 Flujo Rapido) a cada muestra y se
incubaron durante un minimo de 1 hora en un rotador. Los complejos de proteina G se precipitaron a 14000 g en
una microcentrifuga. Los sedimentos se lavaron una vez con PBS y el ARN virico se aislé directamente de los
sedimentos (QiaAmp kit de ARN virico, Qiagen) y se analizé por RT-PCR cuantitativa. Las muestras que contenian
altas cantidades de inmunoglobulinas (como el suero del paciente) fueron pre-aclararon con perlas de proteina G,
antes de la inmunoprecipitacion, para asegurar la inmunoprecipitacion cuantitativa de los complejos de ApoB. Para
asegurar que las perlas de proteina G no se unieran a los complejos de VHC o al VHC directamente, se incub6
suero de ratén que contenia VHC con perlas de Proteina G Sepharose en ausencia de anticuerpos anti-ApoB. Los
titulos de VHC en el precipitado de estas muestras fueron insignificantes.

RT-PCR cuantitativa de marcadores de hepatocitos. Se aisl6 ARN de células usando Trizol, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se produjo ADNc a partir del ARN usando el kit de transcripcion inversa Quantitect
(Qiagen). Los conjuntos de cebadores-sondas especificos de genes fueron disefiados por Applied Biosystems. Se
utilizé un sistema de PCR réapido en tiempo real de Applied Biosystems 7900HT para la cuantificacion de los
productos génicos. La expresién génica se calcula con respecto a HPRT de acuerdo con Pfaffl (Pfaffl MW. Nucleic
Acids Res. 29: e45, 2001).

Cultivos de hepatocitos primarios: Se adquirieron hepatocitos primarios humanos congelados de Invitrogen o se
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aislaron en el laboratorio como se ha descrito anteriormente (Mercer et al, 2001 Nat Med 7 927-933.). Las células
aisladas se trataron anteriormente con HypoThermosol HTS-Purge (BioLife Solutions), se resuspendieron en
CryoStor CS10 (BioLife Solutions) y se enfriaron en un congelador de velocidad controlada, a razén de 1 °C por
minuto hasta -40°C. Las células se almacenaron en nitrégeno liquido. Las células se descongelaron y se
resuspendieron en medio de hepatocitos primarios precalentado (DMEM, 1,2 pg/ml de insulina, hemisuccinato de
hidrocortisona 11 uM, Hepes 15 mM, penicilina/estreptomicina, glucosa 200 mmol, suero humano al 2 %) y se
sembraron en placas recubiertas con colageno de tipo | (6 placas de pocillos Millicoat, Millipore a una densidad de 1
millén de células por pocillo. Después de 12-18 horas se renové el medio de cultivo tisular para eliminar las células
no unidas. Las células se utilizaron a los 3 dias después de la siembras en placas.

Analisis por FPLC de las lipoproteinas secretadas: Se usé cromatografia liquida de proteina rapida de exclusion por
tamafio (FPLC) para las particulas de lipoproteinas separadas secretadas por las células Huh7.5 cultivadas en
medios. En este sistema, las particulas de tamafio mas grande eluyeron primero de la columna (VLDL), seguidas de
LDL y las particulas de HDL. Después de la separacion, se determiné el contenido de triacilglicerol (TG, también
denominado triglicérido) o colesterol en linea.

Para preparar las muestras, las células se lavaron exhaustivamente con OptiMEM sin suero (Cibco/Invitrogen) para
eliminar las lipoproteinas presentes en los medios que contienen suero. Se recogié el ultimo lavado y sirvio como
medicién basal. Las células se colocaron después en OptiMEM libre de suero durante la noche. Al dia siguiente, se
recogio el medio y los restos celulares se eliminaron por centrifugacion (300 g, 10 minutos). Después, el medio se
concentré usando una unidad de filtro centrifugo (Amicon Ultra-100, Millipore). Se inyecté medio concentrado (65 pl)
en un instrumento de HPLC Agilent 1200 equipado con una columna Superose 6 FPLC 10/300. Se realizaron
ensayos en linea para el colesterol total y el TG (reactivos Colesterol Infinity y triglicéridos, Thermo Scientific) a
37 °C usando una reaccién de posterior a la columna. Los productos de reaccién se controlaron en tiempo real a
500 nm y se analizaron usando software Agilent ChemStation. Todas las lipoproteinas contienen tanto TG como
colesterol. Sin embargo, VLDL, es rica en TG y tiene poco colesterol, mientras que HDL es rica en colesterol y tiene
poco TG. Por tanto, los perfiles de colesterol son mas adecuados para detectar diferencias en los niveles de HDL
secretados, mientras que los perfiles de TG son mas adecuados para analizar los niveles de VLDL.

EJEMPLO 1: CRECIMIENTO Y APARICION DE CELULAS HUH7.5 CULTIVA DAS EN SUERO HUMANO

La figura 1 proporciona un diagrama de flujo que muestra un ejemplo de las etapas utilizadas en el cultivo de las
células en el suero humano (HS) para proporcionar células diferenciadas. Las células Huh7.5 mantenidas
anteriormente en medio de cultivo que contenia FBS se trataron con tripsina para facilitar la disociacion de las
monocapas. La tripsina se inactivo con DMEM/FBS al 10 %. Las células se centrifugaron a 300 g y los sedimentos
celulares se resuspendieron en DMEM/HS al 2 %/penicilina/estreptomicina y se sembraron a una densidad del 30-
50 %. En la confluencia (normalmente después de 2 dias de incubacidn), las células se trataron con tripsina una vez
mas y, después, en placas a una densidad del 50 %. Desde este punto en adelante, las células se cultivaron sin mas
fraccionamiento y se dejaron formar capas confluentes de células sin dividir. Opcionalmente, las células cultivadas
en suero humano pueden dividirse durante un maximo de aproximadamente 1 semana, siempre que no se dividan
mas de 1:2. Sin embargo, la tripsinizaciéon repetida después de 10 dias de cultivo en suero humano dio como
resultado la pérdida de viabilidad de los cultivos celulares, con la muerte del 80-90 % o mas de las células.

Las células Huh7.5 cultivadas en medios complementados con suero humano (HS), en lugar de suero bovino fetal
(FBS), se sometieron a una serie de cambios morfolégicos y se mantuvieron como capas confluentes durante mas
de dos meses, sin la necesidad adicional de division. Las células cultivadas en HS se organizaron en una estructura
similar al pavimento, formaron monocapas empaquetados estrechamente que se unieron muy fuertemente. Después
de aproximadamente una semana, la division celular se ralentizé en las células cultivadas en medios que contenian
HS, vy, finalmente, se sometié a la inhibicidon por contacto y se convirtié en el crecimiento detenido. De forma similar,
a los hepatocitos primarios en cultivo (panel derecho), las células cultivadas en HS fueron mono-o binucleadas y
tenian un aspecto granular (figura 2A, panel central) en comparacién con las células cultivadas en FBS (figura 2A,
panel izquierdo). Después de aproximadamente 14-18 dias en HS el tamafio de la célula aumento
significativamente.

Para examinar el efecto aparente de la detencion del crecimiento del cultivo en HS, se contd el nimero de células en
un lapso de tiempo de tres semanas después de la siembra inicial en placas de células cultivadas en HS y células
cultivadas en FBS. Como se muestra en la figura 2B, el crecimiento de las células cultivadas en medio que contenia
HS se redujo significativamente en comparacion con el crecimiento en medio que contenia FBS.

Con cambios regulares de medios, las células cultivadas en medio que contenia HS pudieron mantenerse sin
division y se volvieron a cultivar en placa durante al menos 2 meses.
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EJEMPLO 2: EL CULTIVO DE CELULAS HUH7.5 EN HS PROMUEVE LA DIFERENC IACION A UN FENOTIPO
SIMILAR A UN HEPATOCITO PRIMARIO

Para evaluar adicionalmente el efecto de cultivar células en medio que contenia HS y para evaluar si estas células
experimentaron una diferenciacion a una célula similar a hepatocitos primarios, se sometié a ensayo el nivel de
expresion de marcador de diferenciacion de hepatocitos a los 7 dias y 21 dias después de la transferencia de células
Huh7.5 en medio complementado con HS. Después de 7 dias se observaron pocos cambios en los marcadores de
hepatocitos. (figura 3A) Sin embargo, después de 21 dias, la expresién de los marcadores de diferenciacion hepatica
la albumina y la alfa 1-antitripsina aumentaron aproximadamente 4 veces en células cultivadas en suero humano en
comparacion con FBS. El nivel de expresion de estas proteinas es similar al nivel de expresion de los hepatocitos
primarios humanos en cultivo. El cultivo de las células Huh7.5 en medio de hepatocitos primarios (MHP) no tuvo un
efecto adicional significativo en la expresion de la albimina o alfa 1-antitripsina. Los cambios en el receptor de LDL
(LDL-R) sin embargo fueron significativos en las células cultivadas en HS, cuando se cultivaron las células Huh7.5
hepatocito en un medio de hepatocito primario (PHM), la expresion de LDLR aumento.

La expresion de claudina-1 y ocludina, los componentes de unién estrecha, también aument6 en células cultivadas
en suero humano después de 21 dias y fue comparable a la expresion en hepatocitos primarios humanos en cultivo
(figura 3A). Hay altos niveles de uniones estrechas estan presentes en el tejido hepatico. Adicionalmente, a través
de la inmovilizacion de las células, estas proteinas se conocen también como supresores de tumores potentes, e
indican la transicion de un estado tumorigénico a un estado mas diferenciado de las células. Claudina-1 y ocludina
también funcionan como receptores de entrada para el VHC.

La expresion de los principales reguladores del metabolismo lipidico aumento en las células que se cultivaron en HS,
en comparacion con las células cultivadas en FBS (figura 3B). El LXRa (Liver X Receptor alfa) se expresa en gran
medida en el higado y controla los programas transcripcionales implicados en la homeostasis de los lipidos y la
inflamacién. Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) son reguladores clave de la
diferenciacion y el metabolismo. PPARa es un regulador importante del metabolismo lipidico en el higado. La
activacion de PPARa promueve la captacion y utilizacion de acidos grasos por la regulacion positiva de genes
implicados en el transporte de acidos grasos y la oxidacion de acidos grasos. PPARy regula la captacion y el
almacenamiento de acidos grasos, asi como el metabolismo de la glucosa. Las proteinas del citoesqueleto vimentina
y E-caderina también aumentan en las células cultivadas en suero humano. Vimentina, es esencial para mantener la
forma de los organulos y mantenerlos en su lugar, también controla el transporte de lipoproteinas de baja densidad
dentro de la célula. E-caderina desempefia un papel importante en la adhesion célula a célula y, por tanto, es, al
igual que las proteinas de union estrecha, indicativa de un estado no proliferativo/no tumorigénico de la célula.

EJEMPLO 3: EXAMEN DE OTRAS CONDICIONES DE CULTIVO

Con el fin de comparar los efectos del cultivo de células Huh-7 o derivadas de Huh-7 en el suero humano, se
examinaron otras condiciones de cultivo.

Se ha informado que el DMSO, (sulféxido de dimetilo) induce la detencion del crecimiento en células Huh-7 o células
derivadas de Huh-7 y otras células de hepatoma. (Sainz et al. (2006) J Virol. 80:10.253-10.257). Con el fin de
evaluar el efecto del DMSO, se examind el nivel de expresion de genes especificos de hepatocitos en células
Huh7.5 cultivadas durante 3 semanas en presencia de DMSO al 1% o el 2% en DMEM (DMEM, FBS a 10 %,
DMSO al 1 % o el 2 %, penicilina/estreptomicina). Ademas, las células Huh7.5 se cultivaron en suero bovino adulto
al 2-10 % (ABS, Invitrogen) en DMEM en lugar de suero bovino fetal (DMEM, ABS al 2 %, penicilina/estreptomicina.

Ambas condiciones de cultivo dieron como resultado la detencién del crecimiento, aproximadamente a los 7 dias.
Las células cultivadas en medio que contenia DMSO o ABS experimentaron algunos cambios morfol6gicos, pero
nunca en la medida de las células cultivadas en suero humano. En cualquiera de los cultivos, normalmente no se
observé ningln patrén puntiforme en el citoplasma indicativo de un fenotipo de hepatocito primario humano (datos
no mostrados).

El estado de diferenciacion de las células cultivadas en ABS o DMSO se examind mediante la evaluacion del nivel
de expresion de los mismos marcadores de diferenciacion de los hepatocitos como se han descrito anteriormente
(figura 4). Mientras que el cultivo en DMSO al 2 % dio como resultado un ligero aumento en la expresion de
albumina y el ABS dio como resultado un aumento menor en la expresion de las proteinas de unién estrecha
claudina-1 y ocludina, ninguna de las proteinas se expresé a un nivel comparable al de los hepatocitos primarios
humanos en cultivo o a un nivel comparable a la expresion en células Huh7.5 cultivadas en suero humano. El nivel
de expresion de otros biomarcadores ensayados no aumentd significativamente con respecto al cultivo en medio que
contenia FBS.

EJEMPLO 4: EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO SOBRE EL ASPECTO DE LAS GO TITAS DE LIPIDOS
CELULARES

Se examiné la aparicién de gotitas de lipidos celulares tras el cultivo de células Huh7.5 en FBS frente a HS. Como
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se muestra en las figuras 5A y 5B, la fluorescencia Bodipy indicativa de lipidos fue mucho mas intensa en las células
que se cultivaron en HS, en comparacion con FBS. Cuando se cuantificd usando el software ImageJ, la intensidad
de fluorescencia Bodipy era aproximadamente 4 veces mayor en los cultivos celulares en HS con respecto a las
células cultivadas en FBS (figura 5B).

Adicionalmente, la distribucion de gotitas de lipidos se ve afectada por las diferentes condiciones de cultivo. En
medio de FBS, el tamafio de las gotitas de lipidos en las células es heterogénea. En medio de HS, las gotitas de
lipidos en las células son generalmente mas pequefias que en las células cultivadas en FBS y son mucho mas
uniformes en tamafio.

EJEMPLO 5: PRODUCCION DE TiTULOS VIRICOS DE JFH-1

Se electropor6 JFH-1 en células cultivadas en FBS. Las células electroporadas después se mantuvieron en FBS o
se transfirieron a medio que contenia HS, inmediatamente después de la electroporacién, de acuerdo con el Ejemplo
1. A los 4-6 dias después de la electroporacion, el virus se coseché mediante la recoleccién de sobrenadantes de
cultivo.

El virus producido por electroporacion de células mantenidas en medio FBS se denomina "JFH-FBS"; el virus
producido por electroporacién de células que se transfirieron y se mantuvieron en medio HS inmediatamente
después de la electroporacioén, se denomina "JFH-HS".

La figura 6A muestra la infeccién de células cultivadas en FBS con los dos virus diferentes. Cuando las células
mantenidas en FBS se infectaron con JFH-FBS que se aislo 4 dias después de la electroporacién (como JFH-HS), la
infeccion no se detectd en estas células, debido a que los titulos de ARN de estas poblaciones viricas eran
demasiado bajos. Por el contrario, JFH-HS dio como resultado inmediatamente titulos viricos altos en células
cultivadas en FBS. Los titulos viricos alcanzaron rapidamente una meseta. Para la comparacion, se usé JFH-FBS
que se aisl6 15 dias después de la electroporacion (denominado JFH-FBS(15).) Los titulos viricos de JFH-FBS(15)
se mantuvieron bajos durante todo el curso de la infeccién en comparacion con JFH-HS.

La figura 6B muestra los titulos viricos de células que se cultivaron en las diferentes condiciones (FBS y HS), pero
gue se infectaron con el mismo virus (JFH-HS). En particular, durante los primeros 10 a 11 dias de cultivo en HS, el
beneficio de usar HS para la produccién virica no fue aparente. Sin embargo, después de aproximadamente 11 dias
los titulos viricos comenzaron a aumentar de manera que aproximadamente 14 dias después de la transferencia de
las células al medio de HS, la produccién virica aumentd rapidamente en las células mantenidas en HS. Este
aumento en la produccion virica no se observé en células cultivadas en FBS. Este tiempo corresponde al tiempo
aproximado al que las células cultivadas en HS presentaron un fenotipo diferenciado hacia un fenotipo semejante al
de un hepatocito primario humano. Se realizaron infecciones similares en células Huh-7. Las tendencias observadas
en células Huh-7 (el aumento en veces fue similar) fueron similares a las observados en las células Huh7.5.

La figura 6C muestra que cuando las células cultivadas en el HS se infectan con JFH-HS, la produccion virica
(copias de ARN de VHC por ml) aumenta aproximadamente 1000 veces, en comparacién con las condiciones de
cultivo tisular convencional usando JFH-FBS en células cultivadas con FBS. El cultivo de las células en medios que
contenian HS permitié la produccién de titulos viricos continuos cercanos a las 108 copias de ARN/ml o mas durante
al menos 45 dias, con cambios a medio que contenia HS recién preparado cada 3-4 dias (figura 6D). Cuando las
células se diferenciaron primero al fenotipo similar a hepatocitos primario (por cultivo en medio que contenia HS
durante aproximadamente 14 dias) y después se infectaron con JFH-HS, se consiguieron titulos viricos similares
(figura 6C).

La figura 6E muestra el efecto del uso de medio de hepatocitos primarios sobre los titulos viricos. Las células que se
infectaron, y primero se diferenciaron usando HS, se transfirieron a medio de hepatocitos primarios (DMEM, insulina
1,2 mg/ml, hemisuccinato de hidrocortisona 11 uM, Hepes 15 mM, pen/estrep, glucosa 200 mmol, suero humano al
2 %) y se evalu6 el efecto sobre la produccién virica. 3 dias después de la transferencia, los cambios morfologicos
observados como resultado de cultivo en HS se hicieron mas distintivos (no mostrados). Adicionalmente, los titulos
viricos aumentaron aproximadamente 5 veces en comparaciéon con las mismas células que se mantuvieron en
DMEM/HS al 2 %/pen/estrep.

EJEMPLO 6: INFECCION DE RATONES CON JFH-HS Y JFH-FBS

Se sometié a ensayo la infectividad in vivo tanto de JFH-HS como JFH-FBS en el modelo de raton quimérico
SCID/AIb-uPA. Se usaron soluciones madre de JFH-HS recogidas después de la electroporacion para infectar
nuevas células y el sobrenadante de estas células infectadas se usé para infectar ratones. La comparacion directa
con el mismo virus producido en FBS no fue posible, ya que los titulos viricos eran demasiado bajos para esperar
una infeccion detectable. Por tanto, se usé una variante de JFH adaptada a cultivo tisular (VHCcc) a un titulo
similares Unicamente con fines de comparacion.
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Se produjeron soluciones viricas de VHCcc, JFH por electroporacion de cultivos celulares en FBS. El virus agrupado
se aislé cada 5 dias, desde el dia 15 hasta el dia 30 después de la infeccion. Este virus agrupado se usé para
infectar células cultivadas en FBS. Posteriormente, se utilizé el sobrenadante de las células infectadas para infectar
las células frescas. Este procedimiento se repitié6 durante varios ciclos de infeccion. El virus resultante esta, por
tanto, adaptado al cultivo tisular. El suero de un paciente infectado con VHC sirvié como control positivo.

La figura 7 muestra titulos viricos en suero de ratén para hasta 25 dias después de la infeccién. JFHHS provocé una
infeccion rapida de los ratones quiméricos. Los titulos de JFHHS fueron detectables 4 dias después de la infeccion
en titulos altos, y solo aumentaron marginalmente adicionalmente en las siguientes 3 semanas. Por el contrario, los
titulos viricos de un JFH-FBS adaptado a cultivo tisular aumentaron lentamente durante las primeras 2 semanas y
después parecieron alcanzar la misma meseta. Similar a JFHHS, los titulos viricos de un VHC de suero de paciente
altamente infeccioso también son detectables a los 4 dias.

EJEMPLO 7: EFECTO DE LAS CELQLAS CULTIVADAS EN HS SOBRE PARTICUL AS DE VHC: DENSIDAD
VIRAL, ASOCIACION DE LIPOPROTEINAS.

Con el fin de evaluar si las propiedades biofisicas del virus se vieron afectadas por el cultivo en HS frente a FBS, se
evaluaron la densidad virica y asociacién a ApoB del virus.

Como se muestra en la figura 8, Panel A la densidad del virus cultivado en HS se desplaza hacia una menor
densidad. En condiciones de cultivo tisular convencional usando FBS, la densidad media de JFH fue de 1,16 g/ml,
gue esta bien en linea con los informes anteriores. Tras el cultivo celular en HS, la densidad total de las particulas
viricas se desplaza hacia una menor densidad, con una densidad media de 1,09 g/ml y la aparicién adicional de un
pico de muy baja densidad. La densidad virica se determiné en las particulas producidas por las células Huh7.5 y
Huh-7 y los resultados fueron similares en ambos tipos de células.

Una representacion alternativa se muestra en la figura 8, Panel B. Cuando se produjo en células cultivadas en FBS,
aproximadamente el 75 % del virus tuvo una densidad mayor de 1,16 g/ml, mientras que cuando se produjo en
células cultivadas en HS, solo aproximadamente el 25 % del virus tuvo una densidad de > 1,16 g/ml.

Se ha notificado anteriormente que el virus producido en cultivos tisulares no se asocia a la ApoB, pero se asocia a
la ApoE. En suero humano y en el modelo de ratén de infeccion por VHC, una porcién significativa de VHC se asocia
a ApoB (aproximadamente el 60 %). Por tanto, se examiné el efecto de las condiciones de cultivo tisular alteradas
sobre la asociaciéon de VHC a ApoB.

En condiciones de cultivo tisular convencional usando FBS, solo aproximadamente el 5 % de JFH se asoci6 a ApoB.
Cuando las células se cultivaron en suero humano, aproximadamente el 90 % del virus se asoci6é a ApoB (figura 8,
Panel C). En comparacion, en los sueros de pacientes se ha observado que aproximadamente el 30-80 % del VHC
se asocia a ApoB y se ha observado que aproximadamente el 40-70 % del VHC en sueros de ratén quimérico se
asocia a ApoB. La asociacion a ApoB se determind en virus producidos por células HuH-7 y Huh7.5 y los resultados
fueron similares.

EJEMPLO 8: EFECTO DE LA LIPOPROTEINA DE BAJA DENSIDAD HUMANA ( HLDL) SOBRE LA
PRODUCCION VIRICA EN CELULAS CULTIVADAS EN HS

Para examinar el efecto de las lipoproteinas sobre la produccion virica, se prepar6 suero humano deficiente en
apolipoproteina B que contenia lipoproteinas (VLDL y LDL). Se prepar6 HS empobrecido de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) haciendo correr el suero sobre una columna de
heparina de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante (HiTrap Heparin HP, GE Healthcare). La
heparina se une a las lipoproteinas que contienen ApoB, VLDL y LDL, con una alta afinidad, mientras que HDL no se
une a la heparina. Por tanto, el suero resultante estd empobrecido solo de VLDL y LDL. En resumen, después del
equilibrado con tampo6n de unién, se aplicéd el suero a la columna, permitiendo que las lipoproteinas que contenian
ApoB se unieran. Las fracciones empobrecidas en ApoB se recogieron y se esterilizaron por filtracion y se
almacenaron a -20 °C.

Cuando las células se cultivaron en HS empobrecido en lipoproteinas, gran parte del efecto beneficioso del suero
humano sobre la produccién de titulos viricos altos se perdid, aunque aln se producia la diferenciacién de las
células Huh7.5 en el fenotipo similar a hepatocito primario. La adicion de VLDL humana de nuevo no rescat6 la
produccién virica. Sin embargo, la adicion de LDL humana dio como resultado un aumento de 1.000 veces en la
produccién virica. Este efecto de la LDL humana era dependiente de la dosis y solo puede conseguirse en células
gue estan (parcialmente) diferenciadas (figura 9).

EJEMPLO 9: INFECCION DE CELULAS CON SUERO DE PACIENTES INFECTADOS CON VHC

Se sometieron a ensayo células Huh7.5 cultivadas en suero humano para determinar la susceptibilidad a la infeccién
por el suero de pacientes con VHC infectados por VHC genotipo la. La infeccion satisfactoria se consiguié con
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titulos viricos de hasta aproximadamente 10° copias de ARN/ml. (figura 10). Por el contrario, las células Huh7.5
cultivadas en medio que contenia FBS e infectadas con el mismo suero no produjo virus detectable cuando se
sometié a ensayo mediante RT-PCR.

Los ejemplos anteriores ilustran que el cultivo de células de hHCC, tales como células derivadas de Huh-7, en suero
humano da como resultado la diferenciacion a un fenotipo de un hepatocito primario. Las células Huh-7 o Huh7.5
cultivadas en medio que contenia suero humano (en lugar de FBS de acuerdo con los protocolos de cultivo tisular
convencionales) se inhiben por contacto y muestran un aumento en la expresiéon de varios marcadores de
diferenciacion de hepatocitos, incluyendo claudina-1 y ocludina, dos factores que han sido implicados como
receptores de entrada para el VHC. Adicionalmente, las células cultivadas en HS muestran un aumento en las
gotitas de lipidos celulares, el organulo que se ha implicado como el sitio de la replicacion y/o el ensamblaje del
VHC.

La infeccion de células de hHCC cultivadas en HS con VHC muestra un aumento de 1.000 veces en la produccion
virica en comparacién con los métodos de cultivo tisular convencionales usando DMEM complementado con FBS.
Poco después de que el medio que contenia FBS de los cultivos celulares de hHCC se reemplazara por medio que
contenia HS, se observé un aumento en los titulos viricos de aproximadamente 10-100 veces. Alrededor del
momento en el que se consigue la diferenciacién de las células hHCC cultivadas en HS a un fenotipo de hepatocito
primario (aproximadamente 14 dias), la replicacion virica aumenta aproximadamente 1000 veces en comparacion
con las células de hHCC mantenidas en medio que contenia FBS. Los resultados se muestran en la figura 9.

La LDL humana desempefia un papel en el aumento de los titulos viricos. La eliminaciéon de VLDL y LDL del suero
impidi6 el aumento de los titulos viricos asociados a condiciones de cultivo en HS. La adicién selectiva de LDL
humana, pero no de VLDL humana, rescaté los niveles de produccién virica de las condiciones cultivo en HS. El
estado de diferenciacién de las células de hHCC desempefid un papel en el efecto beneficioso de la LDL sobre los
titulos viricos.

Las particulas de VHC producidas a partir de células de hHCC cultivadas en HS difieren estructuralmente del VHC
producido a partir de células de hHCC cultivadas en FBS. Las particulas de VHC producidas a partir de células de
hHCC cultivadas en HS tienen una densidad inferior y se asocian a ApoB. Las fracciones de VHC de menor
densidad se han asociado a una mayor infectividad. Se observé en efecto una infectividad superior en el modelo de
ratén quimérico. El virus producido a partir de células cultivadas en HS presenté un curso de tiempo de infeccion
similar al de VHC de suero de pacientes altamente infecciosos, lo que es indicativo de una mayor infectividad en
comparacion con virus producido a partir de células de hHCC cultivadas en FBS. La menor densidad y la asociacién
a ApoB del VHC producido células de hHCC cultivadas en HS se asemejan mas al virus que circula en el torrente
sanguineo de los pacientes.

Las células cultivadas en HS pueden utilizarse para producir titulos viricos mas altos en comparacién con el mismo
virus producido en células cultivadas en FBS. Como se ha mostrado anteriormente, JFH-1 se produjo a partir de
células cultivadas en HS a mucho mayores titulos que en las células cultivadas en FBS sin la necesidad de la
modificacién genética del virus y/o la adaptacion al cultivo tisular antes de seleccionar mutaciones adaptativas. Las
células cultivadas en HS transfectadas con JFH-1 y cultivadas durante 13 dias produjeron particulas viricas que eran
infecciosas para células cultivadas en HS vy el virus producido por estas células era altamente infeccioso en ratones
quiméricos.

EJEMPLO 10: SECRECION DE LIPOPROTEINAS EN CELULAS CULTIVADASENH S

Las funciones especificas de hepatocitos, tales como la secrecién de VLDL, estan ausentes en hHCC cultivada en
suero complementado con FBS. La secrecion de VLDL se produce en hHCC cultivada en suero humano, las células
Huh7.5 cultivadas en suero complementado con FBS se cambiaron a medios complementados en suero humano
(HS) como se describe en el Ejemplo 1y se obtuvieron perfiles de lipoproteinas basados en triacilglicérido (figura 11)
y colesterol (figura 12) del medio de las células cultivadas en diversos puntos temporales, usando cromatografia de
liquidos de proteina rapida de exclusién de tamafio.

En linea con las observaciones previas (Ling et al. (2013) Biochim Biophys Acta 1831 (2): 387-97; y Meex et al.
(2011) J Lipid Res 52:152-158), la secrecion de VLDL estaba ausente en células Huh7.5 que se cultivaron en suero
complementado con FBS (figura 11, panel B y figura 12) y se observé solo un pequefio pico de tamafio de LDL.
Después de 5 dias de cultivo en suero humano, hubo un pequefio aumento en la secrecién de VLDL y se
observaron cambios menores en las fracciones de tamafio de LDL y HDL sobre los perfiles de colesterol (figura 12).

La secrecion de VLDL, sin embargo, estaba presente en células cultivadas en suero humano tras la diferenciacion
celular (a partir de 14 dias), como se indic6 por los prominentes picos de VLDL que se muestran en los perfiles de
lipoproteinas (figura 11, panel B y figura 12). Adicionalmente, tras la diferenciacion de las células, los picos de LDL
aumentaron ambos en tamafio (el area bajo la curva es mas grande) y habia presentes particulas de LDL mas
grandes (los picos de LDL se desplazaron a la izquierda (las particulas mas grandes eluyen primero)). El dia 30 de
cultivo en HS, el perfil de lipoproteina del medio de las células cultivadas en HS se parecia mucho a las lipoproteinas
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secretadas por los hepatocitos primarios humanos en cultivo (Ling et al. (2013) Biochim Biophys Acta 1831 (2): 387-
97) y al perfil de lipoproteinas de suero sanguineo humano (figura 11, Panel A, Steenbergen et al. (2010) 299: G844-
854). También se observo un aumento en el pico de HDL en los perfiles de lipoproteinas basados en colesterol
(figura 12). Tomados en conjunto, estos datos muestran que la secrecion de lipoproteinas puede restablecerse en
células cultivadas en HS que secretan lipoproteinas y presentan un perfil de lipoproteinas secretadas similar al
encontrado en el suero humano y producido por los hepatocitos primarios humanos.

EJEMPLO 11: INFECCION DE CELULAS CON VHB

Se examino la susceptibilidad de las células de hHCC a la infeccidn con el virus de la hepatitis B (VHB). También se
controlo el nivel de expresién de un receptor de entrada VHB putativo, el polipéptido cotransportador de taurocolato
de sodio (NTCP, SLC10A1).

Se cultivaron células Huh7.5 como se ha descrito anteriormente en medio que contiene suero humano (HS) durante
21 dias para producir células diferenciadas. Después de este periodo, las células se infectaron con el VHB durante
24 horas o 48 horas. La infeccion se logré ya sea afiadiendo 50-100 pl de suero VHB positivo de un paciente
infectado con el cultivo celular, a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 15-30 virus por célula (o superior), o
mediante la adicion de 10 pl de una muestra concentrada 50X de sobrenadante de células de células HepAD38
cultivadas, una estirpe celular que esta modificada genéticamente para expresar particulas de VHB. Para las células
HepAD38 se us6 una MOI de aproximadamente 1000 virus por célula.

Las células se lavaron exhaustivamente tras de la infeccidon para eliminar los virus no incorporados. Se secrecion
virica en el medio se control6 mediante la determinacion de la cantidad de genomas viricos en el medio, en
diferentes dias después de la infeccion, usando PCR cuantitativa.

Como se muestra en la figura 13, las células cultivadas en HS se infectaron satisfactoriamente con dos aislados
clinicos diferentes de VHB (circulos abiertos y los circulos cerrados), asi como con el virus producido por las células
HepAD38 (triangulos abiertos). Después de aproximadamente 4 dias tras la infeccion, se detectaron titulos viricos
gue superaron los titulos viricos en el lavado (donde el lavado fue el dia 1 o dia 2 tras la infeccién (dia 0)). Los titulos
viricos alcanzaron un maximo a aproximadamente 5-14 dias. Después de 15 dias tras la infeccion los titulos viricos
disminuyeron, coincidiendo con la disminucién de los niveles de receptor de entrada.

EJEMPLO 12: EXPRESION DE UN RECEPTOR DE ENTRADA DE VHB EN CELULAS CULT IVADAS EN HS

Se ha notificado que el polipéptido cotransportador de taurocolato de sodio (NTCP) es un receptor de entrada para
el VHB en células humanas (Yan et al. (2012) eLife 1:e00049). Se evalud la expresion de NTCP al nivel del ARNm
en células Huh7.5 cultivadas en HS como se ha descrito anteriormente para diferentes longitudes de tiempo (0-35
dias). Las células Huh7.5 cultivadas en FBS y aisladas al mismo nimero de pases sirvieron como control. Al final de
cada periodo de cultivo, los lisados celulares se prepararon en TRIZOL® (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los niveles relativos de ARNm de NTCP se determinaron en comparacion con HPRT
usando PCR cuantitativa.

Como se muestra en la figura 14, las células cultivadas en HS presentaron niveles aumentados de NTCP poco
después de la transferencia al medio que contiene suero humano. Se observé el nivel méas alto de expresion de
NTCP 25 dias después de la transferencia a HS, mostrando un aumento de 60 veces en comparaciéon con FBS.
Aproximadamente el dia 28, los niveles de NTCP comenzaron a caer.

Debido a que el NTCP tiene una funcién como un intercambiador de bilis, estos datos indican que la secrecion de
bilis, una funcién especifica del higado, aumenta o se restablece en células cultivadas en HS. Ademas, en vista de
los niveles de expresion de NTCP, estos datos indican que tiempos de diferenciacion mas cortos de hHCC en medio
que contiene HS (por ejemplo, 10-14 dias) son suficientes para proporcionar la infeccién por VHB.

EJEMPLO 13: EL USO DE SUERO TRATADO CON HEPARINA EN EL MEDIO DE CULTIVO TISULAR
POTENCIA LA INFECCION Y AUMENTA LOS TITULOS VIRICOS.

Se eliminaron las lipoproteinas del suero mediante la elucion del suero sobre una columna de heparina (de acuerdo
con las instrucciones del fabricante; columna HiTrap Heparin, GE Healthcare). La heparina se une a la
Apolipoproteina B (ApoB) con una alta afinidad. Se aplico suero (FBS o HS) a las columnas y se recogi6é lo que
eluyé. Las fracciones que eluyeron estan esencialmente libres de lipoproteinas que contienen ApoB, tales como LDL
y VLDL.

Se infectaron células Huh7.5 inicialmente cultivadas en FBS con la misma cantidad de virus (virus producidos en HS,
por tanto, virus asociados a ApoB) y después se mantuvieron adicionalmente en FBS, HS, FBS tratado con heparina
(HepFBS) o HS tratado con heparina (HepHS) durante hasta 28 dias. La viabilidad celular no se vio afectada por el
cultivo en HepFBS o HepHS. Los titulos viricos se controlaron durante los 28 dias.
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La figura 15, Panel A muestra los titulos viricos en células cultivadas en HS o en FBS. Como era de esperar, los
titulos viricos en HS (cuadrados) superaron en gran medida los titulos viricos en FBS (circulos). La figura 15, panel
B muestra los titulos viricos en células cultivadas en HepFBS o HepHS. En los primeros 10-15 dias los titulos viricos
en HepHS y HepFBS superaron los titulos en FBS. Sin embargo, con el tiempo, HepHS, HepFBS y FBS dieron
como resultado titulos similares. La figura 15, Panel C es una ampliaciéon de los primeros 8 dias del Panel B y
muestra que el cultivo en HS, HepFBS y HepHS da como resultado titulos que se han potenciado de manera similar
con respecto a las células cultivadas en FBS durante este periodo.

Estos datos indican que los titulos viricos potenciados con respecto a los conseguidos usando FBS sin tratar pueden
conseguirse mediante el cultivo celular con el uso de suero pobre en lipoproteinas (por ejemplo, por tratamiento con
heparina) en el momento de la infeccién virica. Sorprendentemente, los titulos viricos potenciados pueden
conseguirse usando suero humano tratado con heparina o suero bovino fetal tratado con heparina.

EJEMPLO 14: TASAS DE INFECCION AUMENTADAS DE VIRUS ASOCIADO A LIPOPROTEINA, PURIFICADO
(VIRUS PRODUCIDO EN HS)

El virus producido en suero humano se asocia a Apolipoproteina B humana (ApoB). Esta propiedad se aprovechd
para purificar virus a partir de sueros de un paciente infectado con VHC usando la alta afinidad de unién de la ApoB
a la heparina. El virus producido en células cultivadas en HS se concentré usando un filtro de 300 kDa en un aparato
de flujo tangencial Centrimate 500S a 60 ml. Esto se cargd en columnas de heparina HiTrap (fracciones de ejecucion
1-10 [sin VHC presente, como se detecta por ELISA de la proteina del nicleo virica]). La columna se lavd con
120 ml de tampon de lavado (NaCl 0,1 M NaPO4 20 mM tampén de pH 7,4 — fabricado mediante técnicas
convencionales) (fracciones 11-17). Después, la columna se eluyé con NaCl 0,2 M, NaPO4 20 mM tamp6n de pH
7,4 (fracciones 18-27), con NaCl 0,4 M, NaPO4 20 mM tampon de pH 7,4 (fracciones 28-34) y finalmente con NacCl
1M, 20 mM NaPO4 tampon de pH 7,4 (fracciones 35-38). La proteina del nicleo del VHC se cuantificé en cada
fraccion usando ELISA. Como se muestra en la figura 16, habia presentes dos picos (fracciones reunidas 28-30 y
35-37).

El virus purificado de cada fraccion se diluyé 100 veces y se sometié a ensayo la infectividad del virus a las 4 horas
de la infeccién de las células cultivadas ya sea en FBS o en HS pobre en heparina (HepHS). Se us6 la misma
cantidad de virus purificado para ambas condiciones. Las tasas de infecciéon se determinaron mediante tincién para
VHC NSb5a, 2 dias tras la infeccion como se ha descrito anteriormente (Lindenbach et al, 2005 Science Vol. 309
pags. 623-626) Las células infectadas desarrollaran a un color marrén oscuro (gris oscuro en escala de grises).

Las fracciones 35-37 fueron relativamente poco infecciosas (con una infectividad similar a la de virus sin purificar en
FBS) y las tasas de infeccion no se vieron afectados por la eliminacién de las lipoproteinas (no se muestran). Los
virus de las fracciones 28-30 infectadas las células satisfactoriamente. Como se muestra en el ejemplo
proporcionado en la figura 17, pueden conseguirse tasas de infeccion mucho mas altas en suero empobrecido de las
lipoproteinas de unién a heparina.

EJEMPLO 15: INFECCION DE CELULAS HUH7.5 CON AISLADOS CLINICO S DE VHC (GENOTIPO 1A)

Se sometid a ensayo la susceptibilidad de las células Huh7.5 cultivadas en HS a la infeccion por aislados clinicos de
VHC. Se desarroll6 un protocolo de infeccion para facilitar la entrada del VHC asociado a lipoproteina, el uso de
células que secretan lipoproteinas podria dar como resultado una infeccién satisfactoria con aislados clinicos de
VHC.

Con el fin de evitar la presencia de anticuerpos humanos en suero obtenido directamente de los pacientes, se
hicieron pases de los aislados clinicos de VHC primero en ratones SCID/Alb-uPA trasplantados con células de
higado humano ("ratones quiméricos") (documento US 6.509.514; Mercer et al. (2001) Nat. Med. 7: 927-33). Aunque
los seres humanos pueden generar anticuerpos neutralizantes, los ratones quiméricos no lo hacen. Por tanto, el
suero positivo para VHC de ratones quiméricos infectados con VHC esta libre de anticuerpos neutralizantes del
VHC.

Los ratones quiméricos se infectaron con un aislado clinico de genotipo 1a de VHC. Se recogieron muestras de
sangre en diferentes puntos temporales y se evalu6 la cantidad de virus en el suero mediante RT-PCR cuantitativa.
Se us6 una muestra de suero de ratén positivo para VHC (ratdbn A578) con un titulo virico de 10’ copias de ARN/mI
para infectar células cultivadas.

Las células se cultivaron en suero humano que contenia medio para un maximo de 10-21 dias para diferenciar
células. 2 dias antes de la infeccién las células se colocaron en HepHS como se ha descrito anteriormente.
Después, las células se infectaron con los sueros de ratén positivos para VHC, a 1 a 3 genomas viricos por célula.
Simultdneamente, se infectaron células cultivadas en medios que contienen suero normal (HS) con la misma
cantidad de virus. Las células se infectaron durante 24 horas; a partir de entonces se reemplazé el medio con suero
que contenia suero humano normal (HS). Los titulos viricos se controlaron usando RT PCR cuantitativa. Las
muestras con los titulos viricos mas altos se usaron después para inocular directamente células frescas, usando el
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mismo protocolo de infeccion celular.

Como se muestra en la figura 18, las células que se cultivaron en el suero humano normal no se pudieron infectar de
forma detectable con suero de ratdn positivo para VHC A578 (circulos cerrados, A578). Sin embargo, cuando las
células se cultivaron en suero pobre en lipoproteinas durante la etapa de la infeccion, se obtuvieron titulos viricos de
hasta 10° copias de ARN/ml (HepHS A578; circulos abiertos). El dia 15 se usaron muestras (marcadas con un
asterisco) de HepHS A578 para infectar nuevas células, usando el mismo protocolo de infeccién. Después de 7 dias
los titulos viricos fueron de aproximadamente 10* copias de ARN por ml, y después de 14 dias los titulos viricos se
acercaron a 10’ copias de ARN por ml.

EJEMPLO 16: ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES IMPLICADOS EN EL METABOL ISMO DE FARMACOS

Como se ha ilustrado anteriormente, el cultivo de células de carcinoma hepatocelular humano (hHCC) (por ejemplo,
células Huh-7 o Huh7.5) en medio que contiene suero humano (HS), en lugar del medio que contienen suero fetal
bovino (FBS) convencional, induce a estas células a diferenciarse. Como se ha mostrado adicionalmente
anteriormente, el cultivo de células hHCC en suero humano reestablece la secrecion de albumina y VLDL, lo que
indica que estas células se han vuelto mas similares a los hepatocitos. En este caso las células diferenciadas se
sometieron a ensayo para evaluar si estas células podrian servir como un modelo de hepatocitos primarios humanos
con respecto al metabolismo de farmacos.

Se realizé un estudio de micromatrices de todo el genoma que compara las células cultivadas durante varios
tiempos en medio que contenia HS con las células cultivadas en medio que contenia FBS. Las células se cultivaron
como antes en medio que contenia HS durante 8, 15 o 23 dias, y se recogieron pocillos por duplicado usando Trizol
(Invitrogen). Las células en medio FBS se recogieron en confluencia. Se extrajo el ARN de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y se sintetiz6 ADNc usando cebadores aleatorios y transcriptasa inversa de MMLV.
Después, se realizaron matrices de Affymetrix Human PrimeView y los datos se analizaron usando el método de
andlisis multimatrices robusto (RMA, del inglés Robust MultiArray Analysis method).

El metabolismo de farmacos se divide en tres fases. En la Fase |, enzimas tales como las oxidasas del citocromo
P450 introducen grupos reactivos o polares en los xenobidticos (tales como los farmacos de molécula pequefia).
Después, estos compuestos modificados se conjugan con compuestos polares en P, que son catalizados por
enzimas transferasa tales como glutation S-transferasas. En la Fase IlIl, los xenobidticos conjugados pueden
procesarse adicionalmente, antes de ser reconocidos por transportadores de salida y ser bombeados fuera de las
células. El presente andlisis se centrd en los genes del metabolismo de Fase | y de Fase Il y los transportadores que
se prevé que participan en el metabolismo de farmacos en estudios anteriores. (Jennen et al. (2010) Drug Discovery
Today 15:851-858). Las familias generales de genes eran citocromos (16 genes), alcohol deshidrogenasas (8
genes), aldehido deshidrogenasas (18 genes), metil transferasas (8 genes), glutation transferasas (13 genes),
sulfotransferasas (11 genes), glucuronosiltransferasas UDP (11 genes) y transportadores ABC (26 genes). Los
resultados se muestran en las figuras 19-22.

Sorprendentemente, se regularon positivamente varios genes de fase | incluyendo varios citocromos y flavina
monooxigenasas y aldo-ceto reductasas (figuras 19-20). Ademas, se regularon positivamente las
glucuronosiltransferasas y algunos otros genes de Fase Il (figuras 20-21). Muchos de los otros genes en las diversas
familias no se regularon positivamente, lo que era de esperar puesto que no se afiadié ningn farmaco a las células.

SULTE1, una sulfotransferasa que prefiere estrogeno implicada en el metabolismo de farmacos se reguld
positivamente 23 veces, y una enzima de la Fase Il, BAAT, una acil transferasa de acido biliar, se reguld
positivamente 13 veces. Muchos de los ARNm que se regulan positivamente en estos estudios parecen codificar
enzimas implicadas en el metabolismo del &cido biliar, lo que es coherente tanto con las células hepaticas
diferenciadas como con el aumento de la funcién de desintoxicacion. Esto indica que las células cultivadas en HS
reflejan mejor los hepatocitos primarios. Dichas células diferenciadas pueden proporcionar un modelo mas
coherente que los hepatocitos primarios, puesto que los hepatocitos primarios normalmente se aislan de tejido
defectuoso (puesto que los mejores higados se destinan en general a los trasplante).
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccion de un cultivo celular que comprende células que tienen un fenotipo de hepatocito
primario humano, comprendiendo el método:

cultivar durante mas de 11 dias una estirpe celular de carcinoma hepatocelular humano (hHCC) en un medio de
cultivo que comprende suero humano

en donde dicho cultivo induce la diferenciacion de la estirpe celular de hHCC en una célula que tiene un fenotipo
de hepatocito primario humano.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el medio de cultivo comprende de aproximadamente el 1 % al 20 %,
preferentemente de aproximadamente el 2 % al 10 %, de suero humano.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la estirpe celular de hHCC es una estirpe celular Huh-7 o
derivada de Huh-7.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho cultivo es sin subcultivar después de 10
dias de cultivo en el medio de cultivo que comprende suero humano.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para el cribado de un agente candidato para una
actividad antivirica, en donde el método incluye la etapa de introducir un genoma de un virus hepatétrofo en al
menos una de la estirpe celular de hHCC o la célula que tiene un fenotipo de hepatocito primario humano;

poner en contacto el cultivo celular con un agente antivirico candidato;

mantener el cultivo celular en condiciones adecuadas para la replicacion virica; y

detectar la presencia o la ausencia de un efecto del agente candidato sobre la replicacion virica;

en donde una disminucion en la produccion de particulas viricas en presencia del agente candidato en comparacién
con la ausencia del agente candidato indica que el agente candidato tiene actividad antivirica.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para el cribado de una muestra sospechosa de contener
un anticuerpo para la actividad antivirica, en donde el método incluye la etapa de introducir un genoma de un virus
hepatdétrofo en al menos una de la estirpe celular de hHCC o la célula que tiene un fenotipo de hepatocito primario
humano;

poner en contacto el cultivo celular con una muestra sospechosa de contener un anticuerpo;

mantener el cultivo celular en condiciones adecuadas para la replicacion virica; y

detectar la presencia o la ausencia de un efecto de la muestra sobre la replicacién virica;

en donde una disminucién en la produccién de particulas viricas en presencia de la muestra en comparacion con la
ausencia de la muestra indica que la muestra contiene un anticuerpo que tiene actividad antivirica.

7. El método de las reivindicaciones 5 o 6, en el que dicha introduccién es mediante la adicion de particulas viricas
infecciosas al medio de cultivo.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que las particulas viricas infecciosas se afiaden el dia 1 de dicho cultivo.

9. El método de las reivindicaciones 5 o 6, en el que el genoma virico se introduce en la estirpe celular de hHCC
antes de la induccion de la diferenciacion de la estirpe celular de HCC.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que incluye adicionalmente la produccién de particulas
viricas mediante la introduccion de un genoma de un virus hepatétrofo en al menos una de la estirpe celular de
hHCC o la célula que tiene un fenotipo de hepatocito primario humano; y

mantener el cultivo celular en condiciones adecuadas para la produccion de particulas viricas.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que el genoma virico se introduce en la estirpe celular de hHCC antes de
la induccién de la diferenciacion de la estirpe celular de HCC.

12. El método de las reivindicaciones 10 u 11, en donde el método comprende aislar particulas viricas del medio de
cultivo.

13. Un cultivo celular que comprende:
células que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano, en donde las células son la progenie
diferenciada de una estirpe celular de hHCC; y
un medio de cultivo que comprende suero humano.

14. Un cultivo celular gue comprende:

células que tienen un fenotipo de un hepatocito primario humano, en donde las células son la progenie
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diferenciada de una estirpe celular de hHCC y en donde dicho cultivo celular se ha producido mediante el método
de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

15. Un cultivo celular gue comprende:

células de un cultivo celular infectado viricamente cuyas células se producen mediante un método que
comprende:

incubar durante mas de 11 dias un cultivo celular que comprende una estirpe celular de carcinoma
hepatocelular humano (hHCC) en un medio de cultivo que comprende suero humano, en donde dicho cultivo
induce la diferenciacion de la estirpe celular de hHCC en una célula que tiene un fenotipo de hepatocito
primario humano; e

introducir un genoma de un virus hepatotrofo en al menos una de la estirpe celular de hHCC o la célula que
tiene un fenotipo de hepatocito primario humano.

16. Un método para el cribado de un agente candidato para el tratamiento de una enfermedad mediada por
lipoproteinas, comprendiendo el método:

incubar durante al menos 11 dias un cultivo celular que comprende una estirpe celular de carcinoma
hepatocelular humano (hHCC) en un medio de cultivo que comprende suero humano, en donde dicha incubacion
induce la diferenciacion de la estirpe celular de hHCC en una célula que tiene un fenotipo de hepatocito primario
humano;

poner en contacto el cultivo celular con el agente candidato; y

someter a ensayo el cultivo celular para determinar la presencia o la ausencia de un efecto del agente candidato
sobre los niveles de lipoproteinas secretadas por la estirpe celular de hHCC diferenciada en comparacion con
una muestra de control;

en donde un efecto del agente candidato sobre los niveles de lipoproteinas secretadas por la estirpe celular de
hHCC diferenciada indica que el agente candidato puede usarse para el tratamiento de la enfermedad mediada
por lipoproteinas.

17. El método de la reivindicacion 16, en el que el cultivo celular se someti6é a ensayo para determinar la presencia o
la ausencia de un efecto del agente candidato sobre los niveles de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y/o de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en el medio de cultivo en
comparacion con una muestra de control.

18. Un método que comprende poner en contacto el cultivo celular de la reivindicacion 13 con un agente candidato y

(i) someter a ensayo para determinar la presencia o la ausencia de un efecto del agente candidato sobre un
fenotipo de la célula que tiene un fenotipo de un hepatocito primario humano;

(i) someter a ensayo para determinar la presencia o la ausencia de un metabolito del agente y/o el agente; o

(iii) someter a ensayo para determinar la presencia o la ausencia de un cambio en un fenotipo de la célula que es
indicativo de toxicidad del agente para la célula.
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Figura 1

Tranferencia de células al suero humano

l

Dia 2-4: tripsinizar células, diluir 1:2
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V
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l
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cambios de medios cada 3-4 dias)
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Figura 3A
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Figura 4
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Figura 6B
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Figura 8
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 14
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20

Induccion en nimero de veces en comparacion

con células huh7.5 en medio de FBS
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Figura 21

Induccién en niimero de veces en comparacion
con células huh7.5 en medio de FBS
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Figura 22

Induccion en nimero de veces en comparacion

con células huh7.5 en medio de FBS
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