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Medio enriquecido en nutrientes para el crecimiento de HUTC
DESCRIPCION
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere a medios de cultivo enriquecidos en nutrientes para el crecimiento de células
dependientes de anclaje, tales como, por ejemplo, células derivadas de tejido de cordon umbilical.

Antecedentes de la invencion

Para un producto de terapia celular alogénica, las células o tejidos se obtienen de un donante, que se manipula
adicionalmente antes de administrarlo a los pacientes. Generalmente, un procedimiento de fabricacién para un
producto de terapia celular no homologo incluye las etapas siguientes: descongelar un vial del banco celular y
expandir las células para inocular un vaso de produccién; producir células en un vaso de produccion; eliminar las
impurezas indeseables usadas durante la produccion de células, tales como suero y tripsina; concentrar las células;
formular las células en el tampon de formulacion final; y congelar las células. Dichos procedimientos de fabricacion
pueden ser bastante complejos y costosos. Por ejemplo, las células para aplicaciones de terapia celular
generalmente se cultivan y se expanden en medio de crecimiento suplementado con suero. El costo de produccion
de la terapia celular puede ser muy alto debido al alto coste del suero, el medio y col., consumibles utilizados en el
procedimiento. Mdltiples factores pueden limitar el crecimiento de las células a alta densidad celular, incluyendo la
limitacion de los nutrientes, la acumulacién de subproductos celulares en cultivo, el entorno fisico, etc. Por
consiguiente, es deseable aumentar las células volumétricas producidas desde un vaso de produccion cultivando las
células a una densidad celular alta.

Anteriormente, se ha demostrado que las células dependientes de anclaje, tales como, por ejemplo, las células
derivadas de tejido del cordon umbilical humano (hUTC), pueden crecer hasta una alta densidad celular mediante el
intercambio de un medio de crecimiento celular que contiene un 15 % de suero bovino fetal (FBS) al tercer dia del
ciclo. Sin embargo, dicho intercambio de medio es menos deseable debido al alto coste del suero, el alto uso de
suero para la produccion y a las manipulaciones operacionales adicionales. Por lo tanto, un procedimiento con
intercambio de medio no es comercialmente factible.

Lo que se necesita es un nuevo procedimiento para cultivar células sin la necesidad de intercambiar un medio de
crecimiento celular que sea comercialmente factible.

Alfa MEM con nucledsidos es un medio esencial minimo que contiene los nucledsidos adenosina, timidina, citidina,
uridina y guanosina. En el documento US2004/0151709 se desvela una composicion para establecer, mantener y
extender la proliferacion de lineas celulares. El documento W091/10726 se refiere a un medio de crecimiento celular
que permite el mantenimiento y la propagacion de las células leucémicas dependientes del anclaje en el CO;
atmosférico normal.

Sumario de la invenciéon

Un aspecto de la invencion es un procedimiento de cultivo de células derivadas de tejido de cordén umbilical que
comprende:

cultivar células derivadas de tejido de cordén umbilical sembradas en microvehiculos en un medio de cultivo que
comprende aminoacidos, vitaminas, sales, nucledsidos, acido lipoico / tidctico, etanolamina, insulina, transferrina,
selenio sodico, que se suplementa con suero, durante un periodo de tiempo suficiente permitir que las células
alcancen una densidad de poblacién inicial deseada;

afiadir una solucién nutritiva sin suero, que comprende aminoacidos, vitaminas, sales, insulina, transferrina,
etanolamina, acido lipoico / acido tidctico, selenio sddico, después de que las células hayan alcanzado la
densidad de poblacién inicial deseada; y

cultivar las células durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que las células alcancen una densidad
de poblacion final deseada

en la que las células derivadas de tejido de cordon umbilical se aislan del tejido de cordédn umbilical humano
sustancialmente libre de sangre, son capaces de autorrenovarse y expandirse en cultivo, tienen el potencial de
diferenciarse, expresar CD13, CD90, HLA-ABC, y no expresan CD34, CD117 y HLA-DR,

y en el que los nucledsidos son al menos 0,0001 g / | de timidina, y al menos 0,005 g / | de cada uno de
adenosina, citidina, uridina y guanosina.

El procedimiento puede ademas comprender etapas adicionales. En una realizacion, el procedimiento comprende
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ademas sembrar las células en los microvehiculos. En otra realizacién, el procedimiento comprende ademas aislar
las células después del cultivo. En una realizacion, la densidad de poblacion inicial deseada se logra después de 3 a
4 dias. El procedimiento no requiere intercambio de medios. El procedimiento puede llevarse a cabo en un sistema
de cultivo en botella de cultivo rotatoria y los microvehiculos pueden tener una superficie tratada con amina.

Las células derivadas de tejido de cordon umbilical utilizadas en el procedimiento se aislan del tejido de cordon
umbilical humano sustancialmente libre de sangre, son capaces de autorrenovarse y expandirse en cultivo, tienen el
potencial de diferenciarse, expresar CD13, CD90, HLA-ABC, y no expresan CD34, CD117 y HLA-DR. En una
realizacion, las células no expresan hTERT ni telomerasa. Las caracteristicas de las células antes y después del
cultivo son sustancialmente las mismas. En una realizacion, las caracteristicas de las células antes y después del
cultivo son las mismas.

En una realizacion, el medio de cultivo utilizado en el procedimiento comprende:

los aminoacidos L-arginina; L-cistina; L-cisteina; L-glutamina; glicina; L-histidina; L-isoleucina; L-leucina; L-lisina;
L-metionina; L-fenilalanina; L-serina; L-treonina; L-triptéfano; L-tirosina; L-valina; L-alanina; L-aspargina; acido L-
aspartico; acido L-glutamico; L-prolina; y L-taurina;

las vitaminas D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido folico; I-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina;
tiamina; d-biotina; piridoxina; y vitamina B2 (cianocobalamina);

las sales cloruro de calcio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio y una o mas sales de fosfato
de sodio;

los nucledsidos timidina, adenosina, citidina, uridina y guanosina;

insulina; transferrina; acido lipoico / acido tioctico; etanolamina; selenito de sodio; y una o mas fuentes de energia
(tales como, por ejemplo, D-glucosa y piruvato sédico).

En otra realizacion, el medio de cultivo utilizado en el procedimiento comprende:

al menos aproximadamente 0,05 g/l de L-arginina; al menos aproximadamente 0,02 g/l de L—cistina; al menos
aproximadamente 0,2 g/l de L-glutamina; al menos aproximadamente 0,01 g/l glicina; al menos
aproximadamente 0,02 g/l de L-histidina; al menos aproximadamente 0,09 g/l de L-isoleucina; al menos
aproximadamente 0,09 g/l de L-leucina; al menos aproximadamente 0,09 g/l de L-Lisina; al menos
aproximadamente 0,02 g/l de L-metionina; al menos aproximadamente 0,05 g/l de L—fenilalanina; al menos
aproximadamente 0,03 g/l de L-serina; al menos aproximadamente 0,08 g/l de L-treonina; al menos
aproximadamente 0,009 g/l de L-triptophan; al menos aproximadamente 0,08 g/l de L-tirosina; al menos
aproximadamente 0,08 g/l de L-valina; al menos aproximadamente 0,005 g/l L-cisteina; al menos
aproximadamente 0,0004 g/l de L—alanina; al menos aproximadamente 0,01 g/l de L-aspargina; al menos
aproximadamente 0,006 g/l de L-acido aspartico; al menos 0,03 g/l de L-acido glutamico; al menos
aproximadamente 0,005 g/l L—prolina; y al menos aproximadamente 0,0003 g/l de L—taurina;

de aproximadamente 5 x 10~° g/l a aproximadamente 0,015 g/l de cada una de las vitaminas;

al menos aproximadamente 0,05 g / | de cloruro de calcio anhidro, al menos aproximadamente 0,1 g / | de cloruro
de potasio; al menos aproximadamente 0,2 g / | de sulfato de magnesio, al menos aproximadamente 0,08 g/ | de
fosfato de sodio, monobasico, H>O y al menos aproximadamente 0,0005 g / | de fosfato de sodio, heptahidrato
dibasico(Naz;HPO4 7H.0);

al menos aproximadamente 0,0001 g / | de timidina y al menos aproximadamente 0,005 g / | de cada uno de
adenosina, citidina, uridina y guanosina; y

al menos 0,003 g/ | de insulina, al menos 0,05 g / | de transferrina, al menos aproximadamente 5 x 106 g / | de
acido lipoico / acido tidctico, al menos 0,05 g / | de etanolamina y al menos aproximadamente 0,00004 g / | de
selenito de sodio.

El medio de cultivo utilizado en el procedimiento se suplementa con de 2 a 20 % de FBS. En una realizacion, el
medio de cultivo se suplementa con aproximadamente 7,5 %, aproximadamente 10 % o aproximadamente 15 % de
FBS.

En una realizacién, la solucién de nutrientes sin suero usada en el procedimiento comprende:
los aminoacidos L-arginina, L-cistina, L-cisteina, glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina,

L-fenilalanina, L-serina, L-treonina, | -triptofano, L-tirosina, L-valina, L-alanina, L-aspargina, L-acido aspartico, L-
acido glutamico, L-prolina y L-taurina;
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las vitaminas D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido folico; I-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina;
tiamina; d-biotina; piridoxina; y vitamina B2 (cianocobalamina);

las sales fosfato sédico monobasico y fosfato sédico heptahidrato dibasico;

los oligoelementos sulfato de cobre (Il) pentahidratado (CuSO45H;0), sulfato de cinc, heptahidratado,
(ZnSO4,7H20);

los nucledsidos adenosina, citidina, uridina y guanosina;
insulina; transferrina; etanolamina; acido lipoico / acido tiéctico; y selenito de sodio.

El medio de cultivo y la solucién de nutrientes sin suero también pueden contener otros componentes. Por ejemplo,
el medio de cultivo y / o la solucion de nutrientes sin suero pueden comprender ademas putrescina, un estabilizante
y / 0 un agente espumante.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada.
Descripcion detallada

En la siguiente descripcion detallada de las realizaciones ilustrativas se hace referencia a los dibujos adjuntos que
forman parte de la misma. Estas realizaciones se describen con suficiente detalle para permitir a los expertos en la
materia poner en practica la invencion y se entiende que se pueden utilizar otras realizaciones y que se pueden
realizar cambios logicos estructurales, mecanicos, eléctricos y quimicos. Para evitar detalles que no sean necesarios
para permitir a los expertos en la materia poner en practica las realizaciones descritas en el presente documento, la
descripcion puede omitir cierta informacion conocida por los expertos en la materia. La siguiente descripcion
detallada, por lo tanto, no debe tomarse en un sentido limitante.

En un aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para cultivar células derivadas de tejido de cordon
umbilical humano ("hUTC"), unidas a microvehiculos en un medio que contiene suero a una alta densidad celular sin
intercambio de medio mediante cultivo de alimentacion con solucion de nutrientes sin suero en el medio del ciclo. El
procedimiento permite el crecimiento de células con una alta densidad celular sin afectar a la funcion bioldgica de las
células. Dado que la invencion aumenta el rendimiento del biorreactor de produccién, la invenciéon proporciona
beneficios econémicos y comerciales.

Otro aspecto de la invencion es un procedimiento de cultivo de hUTC unidas a microvehiculos hasta llegar a una alta
densidad celular en cultivo en suspension en matraces de agitacion enriqueciendo el medio de cultivo que contiene
suero con nutrientes y también se desvela la alimentacion del cultivo con nutrientes sin suero. Este procedimiento
elimina el intercambio de medio para cultivar hUTC hasta una densidad alta.

A lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones se usan diversos términos. Dichos términos tendran el
significado habitual en la materia, a menos que se indique lo contrario. Otros términos definidos especificamente
deben interpretarse de forma consistente con la definicién proporcionada en el presente documento.

En una realizacion, las células de la presente invencion se denominan, generalmente, células posparto o células
derivadas de posparto (PPDC). Estas células son, mas especificamente, "células derivadas umbilicales" o "células
derivadas de cordon umbilical” (UDC), o "células derivadas de tejido de cordon umbilical" (UTC). Ademas, las células
pueden describirse como células madre o progenitoras, utilizandose esta ultima expresion en el sentido amplio. El
término “derivada/s” se utiliza para indicar que las células se han obtenido de su fuente bioldgica y se han cultivado
0 manipulado de otra manera in vitro (por ejemplo, se han cultivado en un medio de crecimiento para expandir la
poblacién y/o para producir una linea celular). Mas adelante se describen detalladamente las manipulaciones in vitro
de células madre de cordon umbilical y las caracteristicas Unicas de las células derivadas del cordon umbilical de la
presente invencion.

Las células madre son células indiferenciadas definidas por la capacidad de una sola célula tanto para
autorrenovarse como para diferenciarse para producir células descendientes, incluidas células progenitoras
autorrenovantes, progenitoras no renovantes y células terminalmente diferenciadas. Las células madre también se
caracterizan por su capacidad para diferenciarse in vitro en células funcionales de diversos linajes celulares a partir
de multiples capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), asi como para dar lugar a los tejidos de
multiples capas germinales después del trasplante y para contribuir sustancialmente a la mayoria, si no todos, los
tejidos después de inyectarse en blastocistos.

Las células madre se clasifican por su potencial de desarrollo como: (1) totipotenciales; (2) pluripotenciales; (3)
multipotenciales; (4) oligopotenciales; y (5) unipotenciales. Las células totipotenciales son capaces de dar lugar a
todos los tipos de células embrionarias y extraembrionarias. Las células pluripotenciales son capaces de dar lugar a
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todos los tipos de células embrionarias. Las células multipotenciales son capaces de dar lugar a un subconjunto de
linajes celulares, pero todos dentro de un tejido, 6rgano o sistema fisioldgico concreto. Por ejemplo, las células
madre hematopoyéticas (HSC) pueden producir una descendencia que incluye HSC (autorrenovantes), progenitoras
oligopotenciales limitadas a células sanguineas, y todos los tipos de células y elementos (por ejemplo, plaquetas)
que son componentes normales de la sangre. Las células que son oligopotenciales son capaces de dar lugar a un
subconjunto mas restringido de linajes celulares que las células madre multipotenciales; Las células que son
unipotenciales son capaces de dar lugar a un unico linaje celular (por ejemplo, células madre espermatogénicas).

Las células madre también se clasifican segun la fuente de la que pueden obtenerse. Una célula madre adulta es,
generalmente, una célula indiferenciada multipotencial que se encuentra en tejido que comprende multiples tipos de
células diferenciadas. La célula madre adulta puede autorrenovarse. En circunstancias normales, también puede
diferenciarse para producir los tipos especializados de células del tejido del que se originaron y, posiblemente, otros
tipos de tejidos. Una célula madre embrionaria es una célula pluripotencial de la masa celular interna de un embrién
en fase de blastocisto. Una célula madre fetal es la que procede de tejidos o membranas fetales. Una célula madre
posparto es una célula multipotencial o pluripotencial que procede sustancialmente de tejido extraembrionario
disponible después del nacimiento, a saber, el cordon umbilical. Se ha descubierto que estas células poseen rasgos
caracteristicos de las células madre pluripotenciales, incluidos la rapida proliferacion y el potencial de diferenciarse a
muchos linajes celulares. Las células madre posparto pueden ser de origen sanguineo (por ejemplo, como las
obtenidas a partir de sangre de cordén umbilical) o de origen no sanguineo (por ejemplo, como las obtenidas a partir
de tejidos no sanguineos del cordén umbilical y la placenta).

Se utilizan diversos términos y expresiones para describir las células en cultivo. “Cultivo celular” se refiere, en
general, a células sacadas de un organismo vivo y cultivadas en condiciones controladas ("en cultivo" o “cultivadas”).
Un “cultivo de células primarias” es un cultivo de células, tejidos u 6rganos sacados directamente de uno o mas
organismos antes del primer subcultivo. Las células “se expanden” en cultivo cuando se colocan en un medio de
crecimiento en condiciones que facilitan el crecimiento y/o la division celular, lo que da como resultado una poblacién
mayor de las células. Cuando las células se expanden en cultivo, la tasa de proliferacion celular se mide, a veces,
por la cantidad de tiempo necesario para que las células dupliquen su nimero. Esto se conoce como “tiempo de
duplicacion”.

La expresion “linea celular” generalmente se refiere a una poblacion de células formada mediante uno o mas
subcultivos de un cultivo de células primarias. Cada ronda de subcultivo se denomina pase. Cuando se subcultivan
las células, se dice que “han sido sometidas a pases”. Una poblacién especifica de células, o una linea celular, se
denomina o caracteriza a veces por el niumero de veces que se ha sometido a pases. Por ejemplo, una poblacién de
células cultivadas que se ha sometido a pases diez veces puede denominarse cultivo P10. El cultivo primario, es
decir, el primer cultivo después del aislamiento de las células a partir del tejido, se designa P0O. Después del primer
subcultivo, las células se describen como cultivo secundario (P1 o pase 1). Después del segundo subcultivo, las
células se convierten en un cultivo terciario (P2 o pase 2), y asi sucesivamente. Los expertos en la materia
entenderan que puede haber muchas duplicaciones de poblacién durante el periodo de pases; por lo tanto, el
numero de duplicaciones de la poblacién de un cultivo es superior al nimero de pases. La expansion de las células
(es decir, el numero de duplicaciones de la poblacion) durante el periodo entre pases depende de muchos factores,
incluidos, pero no limitados a los mismos, la densidad de siembra, el sustrato, el medio, las condiciones de
crecimiento y el tiempo entre pases.

La “diferenciacion” es el proceso mediante el cual una célula no especializada ("no comprometida") o menos
especializada adquiere las caracteristicas de una célula especializada, tales como, por ejemplo, una célula nerviosa
0 una célula muscular. Una “célula diferenciada” es la que ha adquirido una posicion mas especializada
("comprometida") dentro del linaje de una célula. El término “comprometida”, cuando se aplica al proceso de
diferenciacion, se refiere a una célula que ha avanzado en la via de diferenciacién hasta un punto en la que, en
circunstancias normales, continuara diferenciandose hasta un tipo de célula o subconjunto de tipos de células
especifico, y no puede, en circunstancias normales, diferenciarse a un tipo de célula diferente o volver a un tipo de
célula menos diferenciada. “Desdiferenciacion” se refiere al proceso mediante el cual una célula vuelve a una
posicion menos especializada (o comprometida) dentro del linaje de una célula. Tal como se utiliza en el presente
documento, el “linaje” de una célula define la herencia de la célula, es decir, de qué células procedia y a qué células
puede dar lugar. El linaje de una célula coloca a la célula dentro de un esquema hereditario de desarrollo y
diferenciacion.

En un sentido amplio, una “célula progenitora” es una célula que tiene la capacidad de crear una descendencia que
esta mas diferenciada que ella misma y que, sin embargo, conserva la capacidad de reponer la reserva de
progenitoras. Segun esta definicion, las propias células madre también son células progenitoras, ya que son las
precursoras mas inmediatas a las células terminalmente diferenciadas. Cuando se hace referencia a las células de
la presente invencion, tal como se describen con mayor detalle mas adelante, puede utilizarse esta definicion amplia
de célula progenitora. En un sentido mas estricto, una célula progenitora suele definirse como una célula que es una
célula intermedia en la via de diferenciacion, es decir, que surge de una célula madre y es una célula intermedia en
la produccion de un tipo de célula o un subconjunto de tipos de células maduras. Este tipo de célula progenitora no
es capaz, en general, de autorrenovarse. Por consiguiente, si se hace referencia a este tipo de célula en el presente
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documento, se denominara “célula progenitora no renovante” o “célula progenitora intermedia o célula precursora”.

En general, un “factor tréfico” se define como una sustancia que estimula la supervivencia, el crecimiento, la
proliferacion y/o la maduracion de una célula, o estimula el aumento de la actividad de una célula.

El término "condiciones de cultivo estandar", como se usa en el presente documento, se refiere al cultivo de células
a 37 °C, en una atmoésfera estandar que comprende 5 % de CO, y una humedad relativa mantenida en
aproximadamente el 100 %. Aunque las condiciones anteriores son Utiles para el cultivo, debe entenderse que el
experto en la técnica puede modificar tales condiciones, que apreciaran las opciones disponibles en la técnica para
cultivar células.

El término "aislar", como se usa en el presente documento, generalmente se refiere a una célula que se ha separado
de su entorno natural. Este término incluye la separacion fisica bruta de su entorno natural, por ejemplo, la
extraccion del animal donante. En realizaciones preferentes, una célula aislada no esta presente en un tejido, es
decir, la célula esta separada o disociada de las células vecinas con las que normalmente estd en contacto.
Preferentemente, las células se administran como una suspension celular. Como se usa en este documento, la frase
"suspension celular" incluye células que estan en contacto con un medio y que han sido disociadas, por ejemplo,
sometiendo un trozo de tejido a una trituracion suave.

Una realizacion de la invencién es un procedimiento de cultivo de células dependientes de anclaje aisladas usando
el medio de cultivo y la solucién de nutrientes sin suero de acuerdo con las reivindicaciones. El procedimiento para
cultivar células aisladas dependientes de anclaje (tales como, por ejemplo, células derivadas de tejido de corddn
umbilical) proporciona el cultivo de las células en al menos una particula vehiculo, por ejemplo, un microvehiculo. El
microvehiculo puede estar compuesto por materiales naturales o derivados sintéticamente. Los ejemplos incluyen
microvehiculos a base de colageno, microvehiculos a base de dextrano o microvehiculos a base de celulosa, asi
como vidrio, ceramica, polimeros (tales como poliestireno) o metales. EI microvehiculo puede estar libre de proteinas
o recubierto por proteinas, por ejemplo, con colageno. En un aspecto adicional, el microvehiculo puede estar
compuesto por, o recubierto con, compuestos que mejoran la union de la célula al microvehiculo y potencian la
liberacion de la célula desde el microvehiculo, incluyendo, aunque sin limitaciones, hialuronato de sodio,
poli(monostearoilglicérido co-acido succinico), poli-D,L-lactido-co-glicélido, fibronectina, laminina, elastina, lisina, n-
isopropilacrilamida, vitronectina y colageno. Ejemplos adicionales incluyen microvehiculos que poseen una
microcorriente, tales como microvehiculos con un par de particulas galvanicas de cinc y cobre que produce bajos
niveles de electricidad biolégicamente relevante; o microvehiculos que son paramagnéticos, tales como
microvehiculos de alginato de calcio paramagnético. Los procedimientos se pueden llevar a cabo en un sistema de
botella de cultivo rotatoria.

Debe entenderse que la presente invencibn no esta limitada a procedimientos, reactivos, compuestos,
composiciones o sistemas bioldgicos particulares, que pueden, por supuesto, variar. Se entendera también que la
terminologia usada en el presente documento es para el propésito de describir solo realizaciones particulares y no
se desea que sea limitante. Como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las
formas en singular “un”, “una” y “el/la" incluyen las referencias en plural a menos que el contenido indique
claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, la referencia a “una célula” incluye una combinacion de dos o mas
células y similares.

“Microvehiculos" se refiere a particulas, perlas o granulos utiles para la uniéon y el crecimiento de células
dependientes de anclaje en cultivo. Los microvehiculos tienen las siguientes propiedades: (a) son lo suficientemente
pequefios como para permitir su uso en cultivos en suspension (con una velocidad de agitacion que no causa dafio
por cizallamiento significativo a los microvehiculos o a las células); (b) son sélidos, o tienen un nucleo sélido con un
recubrimiento poroso en la superficie; y (c) sus superficies (superficie exterior e interior en el caso de vehiculos
porosos) pueden estar cargadas positiva o negativamente. En un aspecto, los microvehiculos tienen un diametro de
particula global entre aproximadamente 150 y 350 um, y tienen una densidad de carga positiva de entre
aproximadamente 0,8 y 2,0 meqg/g. Los ejemplos de microvehiculos utiles incluyen Cytodex® 1, Cytodex® 2 o
Cytodex® 3 (GE Healthcare Life Sciences).

En otro aspecto, el microvehiculo es un vehiculo sélido. Los vehiculos sélidos son particularmente adecuados para
la adhesion celular, por ejemplo, células dependientes de anclaje. La particula vehiculo también puede ser un
microvehiculo poroso. Ejemplos adicionales incluyen microvehiculos que poseen una microcorriente, tales como
microvehiculos con un par de particulas galvanicas de cinc y cobre que produce bajos niveles de electricidad
bioldgicamente relevante; o microvehiculos que son paramagnéticos, tales como microvehiculos de alginato de
calcio paramagnético.

“Microvehiculos porosos" se refiere a particulas Utiles para la unidon y el crecimiento de células dependientes de
anclaje en cultivo. Los microvehiculos porosos tienen las siguientes propiedades: (a) son lo suficientemente
pequefios como para permitir su uso en cultivos en suspension (con una velocidad de agitacion que no causa dafio
por cizallamiento significativo a los microvehiculos o a las células); (b) tienen poros y espacios interiores de tamafio
suficiente para permitir que las células migren a los espacios interiores de la particula; y (c) sus superficies (exterior
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e interior) pueden estar cargadas positiva o negativamente. En una serie de realizaciones, los vehiculos (a) tienen
un diametro de particula global entre aproximadamente 150 y 350 uym; (b) tienen poros que tienen un diametro
promedio de abertura de poro de entre aproximadamente 15 y aproximadamente 40 ym; y (c) tienen una densidad
de carga positiva de entre aproximadamente 0,8 y 2,0 meg/g. En algunas realizaciones, los grupos DEAE (N,N,-
dietilaminoetilo) proporcionan la carga positiva. Los microvehiculos porosos utiles incluyen, sin limitacion, Cytopore
1® y Cytopore 2® y Cytopore 2® (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway N.J.).

Las "células dependientes de anclaje" son células, incluidas células de mamifero, que necesitan unirse a una
superficie, por ejemplo, una superficie de matraz de cultivo tisular o una superficie de particula de microvehiculo,
para replicarse en cultivo tisular.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" cuando se refiere a un valor mensurable, tal
como una cantidad, una duracion temporal y similares, pretende abarcar variaciones de + 20 % o + 10 %, mas
preferentemente + 5 %, incluso mas preferentemente + 1 %, y adn mas preferentemente + 0,1 % del valor
especificado, ya que tales variaciones son apropiadas para realizar los procedimientos descritos.

I. Medios de cultivo y solucion de alimentacion de nutrientes sin suero

Esta divulgacion proporciona medios enriquecidos y soluciones concentradas de alimentacion de nutrientes, que
carecen de suero. Los medios y la solucion de nutrientes sin suero se pueden usar para cultivar las células a alta
densidad. En una realizacién preferente, los medios y la solucién de nutrientes sin suero se pueden usar para
cultivar células dependientes de anclaje, tales como, por ejemplo, hUTC, a alta densidad en matraces
centrifugadores a menor consumo de suero.

En una realizacion, el medio de cultivo y la solucion de nutrientes sin suero se usan para el crecimiento de células
derivadas de tejido de cordén umbilical. En otra realizacion, el medio de cultivo y la soluciéon de nutrientes sin suero
son adecuados para el crecimiento de células progenitoras, incluyendo, aunque sin limitaciones, células madre
mesenquimatosas, células madre derivadas de médula 6sea, células derivadas de tejido placentario, células
adherentes derivadas de tejidos no medulares, tales como, por ejemplo, tejido adiposo, tejido muscular, vaso
sanguineo, incluidas las células derivadas de la arteria mamaria interna, las células derivadas de la pulpa dental de
los dientes, las células derivadas del liquido amniético y fibroblastos, incluidos fibroblastos de prepucio neonatal.

A. Medios de cultivo

En una realizacién, el medio de cultivo comprende los L-aminoacidos comunes. En otra realizacién, el medio de
cultivo comprende los siguientes aminoacidos: L-arginina; L-cistina; L-cisteina; L-glutamina; glicina; L-histidina; L-
isoleucina; L-leucina; L-lisina; L-metionina; L-fenilalanina; L-serina; L-treonina; L-triptéfano; L-tirosina; L-valina; vy,
opcionalmente, —cisteina, L-alanina; L-aspargina; L-acido aspartico; L- acido glutamico; L-prolina; y L-taurina. En
una realizacién alternativa, el medio de cultivo comprende de aproximadamente 0,0006 g/l a aproximadamente 0,1
g/l de cada uno de los aminoacidos.

En aun otra realizacién, el medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 0,1 g/l de L-arginina, al menos
aproximadamente 0,05 g/l de L-cistina; al menos aproximadamente 0,3 g/l de L-glutamina; al menos
aproximadamente 0,02 de g/l glicina; al menos aproximadamente 0,03 g/l de L-histidina; al menos aproximadamente
0,08 g/l de L-isoleucina; al menos aproximadamente 0,08 g/l de L-leucina; al menos aproximadamente 0,1 g/l de L—
lisina; al menos aproximadamente 0,1 g/l de L-metionina; al menos aproximadamente 0,05 g/l de L—fenilalanina; al
menos aproximadamente 0,03 g/l de L-serina; al menos aproximadamente 0,08 g/l de L—treonina; al menos
aproximadamente 0,01 g/l de L-triptéfano; al menos aproximadamente 0,09 g/l de L-tirosina; al menos
aproximadamente 0,07 g/l de L—valina; y, opcionalmente, al menos aproximadamente 0,007 g/l de L—cisteina; al
menos aproximadamente 0,0005 g/l de L—alanina; al menos aproximadamente 0,02 de g/l de L-aspargina; al menos
aproximadamente 0,006 de g/l de L-acido aspartico; al menos 0,03 g/l de L-acido glutamico; al menos
aproximadamente 0,01 de g/l de L—prolina; y al menos aproximadamente 0,0006 g/l de L—-taurina;

En una realizacion alternativa, el medio de cultivo comprende aproximadamente 0,09705 g/l de L—Arginina;
aproximadamente 0,06779 g/l de L—Cistina; aproximadamente 0,009224 g/l de L—cisteina; aproximadamente 0,584
g/l de L-glutamina; aproximadamente 0,031125 g/l de glicina; aproximadamente 0,048288 g/l de L-histidina;
aproximadamente 0,163713 g/l de L-Isoleucina; aproximadamente 0,163713 g/l ofL—Leucina; aproximadamente
0,16807g/l de L-lisina; aproximadamente 0,036748 g/l de L-metionina; aproximadamente 0,073695 g/l de L—
fenilalanina; aproximadamente 0,05145 g/l de L-serina; aproximadamente 0,108609 g/l de L—treonina;
aproximadamente 0,018457 g/l de L-triptéfano; aproximadamente 0,121813 g/l de L-tirosina; aproximadamente
0,111105 g/l de L-valina; aproximadamente 0,000668 g/l de L-alanina; aproximadamente 0,031978 g/l de L—
aspargina; aproximadamente 0,0080 g/l de L-acido aspartico, aproximadamente 0,054728 g/l de L-acido glutamico;
aproximadamente 0,02403 g/l de L—prolina; y aproximadamente 0,000844 g/l de L—taurina.

El medio de cultivo comprende ademas una o mas vitaminas. En una realizacién, el medio de cultivo comprende al
menos las siguientes vitaminas: D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido félico; l-inositol; niacinamida; piridoxal;
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riboflavina; tiamina; y, opcionalmente, d-biotina; piridoxina; y vitamina Bi2 (cianocobalamina). Los medios pueden
comprender ademas Vitamina C y Vitamina A. En otra realizacion, el medio de cultivo comprende de
aproximadamente 5 x 10® g/l a aproximadamente 0,015 g/l de cada una de las vitaminas. En una realizacion, el
medio de cultivo comprende aproximadamente 0,004338 g/l de pantotenato de D-calcio; aproximadamente 0,006094
g/l de cloruro de colina; aproximadamente 0,004302 g/l de acido fdlico; aproximadamente 0,009568 g/l de I-inositol;
aproximadamente 0,004302 g/l de niacinamida; aproximadamente 0,004153 g/l de piridoxal; aproximadamente
0,000431 g/l de riboflavina; aproximadamente 0,004304 g/l de tiamina; aproximadamente 3,75E-05 g/l de d-biotina;
aproximadamente 1,85E-05 g/l de piridoxina y aproximadamente 0,000102 g/I de vitamina B (cianocobalamina).

El medio de cultivo comprende ademas una o mas sales inorganicas. En una realizacion, el medio de cultivo
comprende cloruro de calcio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio y una o mas sales de fosfato
de sodio. En otra realizacién, el medio de cultivo comprende cloruro de calcio, cloruro de potasio anhidro, sulfato de
magnesio anhidro, fosfato de sodio anhidro monobasico H-O, y, opcionalmente, fosfato de sodio, (NazHPO4.7H,0)
heptahidrato dibasico. Dependiendo de la sal utilizada, el medio de cultivo puede comprender de al menos
aproximadamente 0,005 g/l a aproximadamente 7 g/l de las sales. En una realizacion, el medio de cultivo comprende
al menos aproximadamente 0,01 g / | de cloruro de calcio anhidro, al menos aproximadamente 0,1 g / | de cloruro de
potasio; al menos aproximadamente 0,2 g / | de sulfato de magnesio, al menos aproximadamente 0,08 g / | de
fosfato de sodio, monobasico, H>O y, opcionalmente, al menos aproximadamente 0,0005 g / | de fosfato de sodio,
(NazHPO4,7H,0); heptahidrato dibasico. En otra realizacion, el medio de cultivo comprende aproximadamente 0,2 g /
| de cloruro de calcio anhidro, aproximadamente 0,4 g / | de cloruro de potasio; aproximadamente 0,9767 g/ | de
sulfato de magnesio, al menos aproximadamente 0,13 g / | de fosfato de sodio, monobasico, H>O, aproximadamente
6,4 g / | de cloruro de sodio y, opcionalmente, al menos aproximadamente 0,002 g/l de fosfato de sodio
(NazHPO4,7H,0); heptahidrato dibasico.

El medio de cultivo comprende ademas nucledsidos. En una realizacién, el medio de cultivo comprende los
derivados de acidos nucleicos (nucledsidos), timidina, adenosina, citidina, uridina y guanosina. En una realizacion
alternativa, el medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 0,0001 g/l a al menos aproximadamente 0,02
g/l de cada uno de los nucledsidos. En particular, el medio comprende al menos aproximadamente 0,0001 g / | de
timidina y al menos aproximadamente 0,005 g / | de cada uno de adenosina, citidina, uridina y guanosina. En otra
realizacion, el medio comprende aproximadamente 0,00045 g/l de timidina y aproximadamente 0,015 g/l de cada
uno de adenosina, citidina, uridina y guanosina.

En una realizacion, el medio de cultivo comprende ademas insulina, transferrina, etanolamina y selenato de sodio.
En otra realizacién, el medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 0,003 g/l de insulina. En otra
realizacion, el medio de cultivo comprende aproximadamente 0,01 g/l de insulina. En una realizacion alternativa, el
medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 0,05 g/l de transferrina. En otra realizacion, el medio de
cultivo comprende aproximadamente 0,055 g/l de transferrina. En aun ofra realizacion, el medio de cultivo
comprende al menos aproximadamente 0,01 g/l de etanolamina. En una realizacién alternativa, el medio de cultivo
comprende aproximadamente 0,02 g/l de etanolamina. En una realizacion, el medio de cultivo comprende al menos
aproximadamente 0,00004 g/l de selenito de sodio. En otra realizacion, el medio de cultivo comprende
aproximadamente 0,000067g/l de selenito de sodio. En aun otra realizacion, el medio de cultivo no comprende
ademas insulina, transferrina y etanolamina.

En una realizacion, el medio de cultivo comprende:

los aminoacidos: L-arginina; L-cistina; L-cisteina; L-glutamina; glicina; L-histidina; L-isoleucina; L-leucina; L-lisina; L-
metionina; L-fenilalanina; L-serina; L-treonina; L-triptéfano; L-tirosina; L-valina; L-alanina; L-aspargina; acido L-
aspartico; acido L-glutamico; L-prolina; y L-taurina; las vitaminas: D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido
félico; l-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina; tiamina; d-biotina; piridoxina; y vitamina B4, (cianocobalamina); las
sales: cloruro de calcio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio y una o mas sales de fosfato de
sodio; los nucledsidos (derivados de acido nucleico): timidina, adenosina, citidina, uridina y guanosina; insulina;
transferrina; etanolamina; selenito de sodio; y una o mas fuentes de energia. En una realizacion, este medio de
cultivo comprende de aproximadamente 0,0006 g/l a aproximadamente 0,1 g/l de cada uno de los aminoacidos. En
otra realizacion, el medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 0,05 g/l de L-arginina; al menos
aproximadamente 0,02 g/l de L-cistina; al menos aproximadamente 0,2 g/l de L-glutamina; al menos
aproximadamente 0,01 g/l glicina; al menos aproximadamente 0,02 g/l de L-histidina; al menos aproximadamente
0,09 g/l de L—-isoleucina; al menos aproximadamente 0,09 g/l de L-leucina; al menos aproximadamente 0,09 g/l de
L-Lisina; al menos aproximadamente 0,02 g/l de L-metionina; al menos aproximadamente 0,05 g/l de L—fenilalanina;
al menos aproximadamente 0,03 g/l de L-serina; al menos aproximadamente 0,08 g/l de L—treonina; al menos
aproximadamente 0,009 g/l de L-triptophan; al menos aproximadamente 0,08 g/l de L-tirosina; al menos
aproximadamente 0,08 g/l de L-valina; al menos aproximadamente 0,005 g/l L—cisteina; al menos aproximadamente
0,0004 g/l de L—alanina; al menos aproximadamente 0,01 g/l de L—aspargina; al menos aproximadamente 0,006 g/l
de L—acido aspartico; al menos 0,03 g/l de L-acido glutamico; al menos aproximadamente 0,005 g/l L—prolina; y al
menos aproximadamente 0,0003 g/l de L—taurina. En una realizacion alternativa, el medio de cultivo comprende de
aproximadamente 5x10° g/l a aproximadamente 0,015 g/l de cada una de las vitaminas. En una realizacién, el
medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 0,005 g / | de cloruro de calcio anhidro, al menos
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aproximadamente 0,1 g / | de cloruro de potasio; al menos aproximadamente 0,2 g / | de sulfato de magnesio, al
menos aproximadamente 0,1 g / | de fosfato de sodio, monobasico, H20 y al menos aproximadamente 0,0005 g / | de
fosfato de sodio, (Na:HPO4 7H,0); heptahidrato dibasico. En oftra realizacion, el medio comprende al menos
aproximadamente 0,0001 g/l a al menos aproximadamente 0,02 g/l de cada uno de los nucledsidos. En una
realizacion, el medio comprende al menos aproximadamente 0,0001 g / | de timidina y al menos aproximadamente
0,005 g / | de cada uno de adenosina, citidina, uridina y guanosina. En una realizaciéon, el medio de cultivo
comprende ademas al menos 0,005 g/l de insulina y al menos 0,03 g/l de transferrina, al menos 0,01 g/l de
etanolamina y al menos aproximadamente 0,00004 g/l de selenito de sodio. La una o mas fuentes de energia
pueden ser D-glucosa y piruvato de sodio.

En otra realizacion, el medio de cultivo comprende: (1) los aminoacidos L-arginina; L-cistina; L-cisteina; L-glutamina;
glicina; L-histidina; L-isoleucina; L-leucina; L-lisina; L-metionina; L-fenilalanina; L-serina; L-treonina; L-triptéfano; L-
tirosina; L-valina; L-alanina; L-aspargina; L-acido aspartico; L-acido glutamico; L-prolina; y L-taurina; (2) las vitaminas
D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido félico; I-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina; tiamina; d-biotina;
piridoxina; y vitamina B2 (cianocobalamina); (3) las sales cloruro de calcio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio,
cloruro de sodio y una o mas sales de fosfato de sodio; (4) los nucledsidos timidina, adenosina, citidina, uridina y
guanosina; (5) insulina; (6) transferrina; (7) acido lipoico/acido tidctico; (8) etanolamina; (9) selenito de sodio; y (10)
una o mas fuentes de energia.

En una realizacion, el medio de cultivo comprende: los aminoacidos: L-arginina; L-cistina; L-cisteina; L-glutamina;
glicina; L-histidina; L-isoleucina; L-leucina; L-lisina; L-metionina; L-fenilalanina; L-serina; L-treonina; L-triptéfano; L-
tirosina; L-valina; L-alanina; L-aspargina; acido L-aspartico; acido L-glutamico; L-prolina; y L-taurina; las vitaminas:
D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido foélico; I-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina; tiamina; d-biotina;
piridoxina; y vitamina B4, (cianocobalamina); /as sales: cloruro de calcio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio,
cloruro de sodio y una o mas sales de fosfato de sodio; los nucledsidos (derivados de acido nucleico): timidina,
adenosina, citidina, uridina y guanosina; acido lipoico/toictico; los oligoelementos nitrato férrico, sulfato de cobre,
sulfato de cinc; y una o mas fuentes de energia. En una realizaciéon, este medio de cultivo comprende de
aproximadamente 0,0006 g/l a aproximadamente 0,1 g/l de cada uno de los aminoacidos. En otra realizacion, el
medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 0,05 g/l de L—arginina; al menos aproximadamente 0,02 g/l
de L—cistina; al menos aproximadamente 0,2 g/l de L—glutamina; al menos aproximadamente 0,01 g/l de glicina; al
menos aproximadamente 0,02 g/l de L-histidina; al menos aproximadamente 0,09 g/l de L—-isoleucina; al menos
aproximadamente 0,09 g/l de L-leucina; al menos aproximadamente 0,09 g/l de L-Lisina; al menos
aproximadamente 0,02 g/l de L-metionina; al menos aproximadamente 0,05 g/l de L-fenilalanina; al menos
aproximadamente 0,03 g/l de L-serina; al menos aproximadamente 0,08 g/l de L-treonina; al menos
aproximadamente 0,009 g/l de L-triptophan; al menos aproximadamente 0,08 g/l de L-tirosina; al menos
aproximadamente 0,08 g/l de L-valina; al menos aproximadamente 0,005 g/l L—cisteina; al menos aproximadamente
0,0004 g/l de L—alanina; al menos aproximadamente 0,01 g/l de L—aspargina; al menos aproximadamente 0,006 g/l
de L—acido aspartico; al menos 0,03 g/l de L-acido glutamico; al menos aproximadamente 0,005 g/l L—prolina; y al
menos aproximadamente 0,0003 g/l de L—taurina. En una realizacion alternativa, el medio de cultivo comprende de
aproximadamente 5 x 106 g/l a aproximadamente 0,015 g/l de cada una de las vitaminas. En una realizacion, el
medio de cultivo comprende al menos aproximadamente 0,01 g / | de cloruro de calcio anhidro, al menos
aproximadamente 0,1 g / | de cloruro de potasio; al menos aproximadamente 0,2 g / | de sulfato de magnesio
(anhidro), al menos aproximadamente 0,1 g / | de fosfato de sodio, monobasico, H-O y al menos aproximadamente
0,005 g/ | de fosfato de sodio, (Na2HPO4,7H,0); heptahidrato dibasico. En otra realizacion, el medio comprende al
menos aproximadamente 0,0001 g/l a al menos aproximadamente 0,02 g/l de cada uno de los nucledsidos. En una
realizacion, el medio comprende al menos aproximadamente 0,0001 g / | de timidina y al menos aproximadamente
0,005 g /| de cada uno de adenosina, citidina, uridina y guanosina. La una o mas fuentes de energia pueden ser D-
glucosa y piruvato de sodio.

Ademas del oligoelemento selenito sdédico, en ciertas realizaciones, el medio de cultivo comprende ademas uno o
mas oligoelementos adicionales.. En una realizacion, el medio comprende ademas nitrato férrico, sulfato de cobre y
sulfato de cinc. En una realizaciéon, el medio comprende ademas nitrato férrico (9H20), sulfato de cobre (Il)
pentahidratado (CuS04.5H20) y sulfato de cinc heptahidrato, (ZnS0O)4.7H20). Los oligoelementos pueden estar
presentes en una cantidad que varia desde aproximadamente 5 x 10 g/l a aproximadamente 3 x 10 g/l de cada
uno de los oligoelementos. En una realizacion alternativa, el medio comprende ademas aproximadamente 0,001 g/l
de nitrato férrico (9H.0), aproximadamente 9,33 E-08 g/l de sulfato de cobre (IlI) pentahidratado (CuS0O4.5H,0) y
3,24 E-05 g/l de sulfato de cinc, heptahidrato, (ZnS0O)4.7H20).

Ademas, el medio puede comprender ademas acido lipoico/acido tiéctico, que puede comprender al menos
aproximadamente 5 x 10® g/l de la solucion. En una realizacion, el medio comprende ademas aproximadamente
0,000015 g/l de acido lipoico/acido tioctico.

Opcionalmente, el medio puede comprender ademas putrescina, albumina, un estabilizador y/o agente espumante.
En una realizacién, la albumina es seroalbumina bovina. En una realizacion, la seroalbimina bovina se proporciona
en forma de AlbuMAX® | disponible en el mercado (Gibco™ Cell Culture, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA), que
es seroalbumina bovina rica en lipidos. En ofra realizacion, el medio comprende ademas el agente
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estabilizador/antiespumante disponible en el mercado Pluronic® F68 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA).

Ejemplos de realizaciones adecuadas del medio de cultivo se muestran en la tabla siguiente:

Realizaciéon A Realizacion B Realizacion C
Cantidad (g/l) Cantidad (g/l) Cantidad (g/l)
Sales inorganicas
Cloruro de calcio anhidro 0,2 Al menos 0,056-04

aproximadamente 0,05

Cloruro de potasio, USP 0,4 Al menos 0,1-0,8

aproximadamente 0,1

Sulfato de magnesio anhidro 0,9767 Al menos 02-1,8
aproximadamente 0,2
Cloruro de sodio, USP 6,4 Al menos 5-8
aproximadamente 5
fosfato de sodio, monobasico, H->O, 0,133175 Al menos 0,08 -0,2
USP aproximadamente 0,08
fosfato de sodio, heptahidrato 0,00201 Al menos 0,0005 - 0,004
dibasico (NazHPO4.7H,0) aproximadamente
0,0005
Oligoelementos
Nitrato férrico (9H-0) 0,0001 Al menos 0,00002 — 0,0002
aproximadamente 5 E—
05
Pentahidrato de sulfato de cobre (ll) 9,33 E-08 Al menos 5 E-08 - 2 E-07
(CuS04.5H,0) aproximadamente 5 E—
08
Sulfato de cinc, heptahidrato, 3,24 E-05 Al menos 1 E-05 -5 E-05
(ZnS0)4.7H0) aproximadamente 1 E—
05
Selenato de Sodio (Na;SeO3) 0,000067 Al menos 3E-0-1,2E-04
aproximadamente 4 E—
05

10
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Realizacion A
Cantidad (g/l)

Realizaciéon B
Cantidad (g/l)

Realizacién C
Cantidad (g/l)

Aminoacidos

L-arginina 0,09705 Al menos 0,056-0,20
aproximadamente 0,05
L-cistina 0,06779 Al menos 0,02-0,12
aproximadamente 0,02
L-cisteina 0,009224 Al menos 0,005 - 0,020
aproximadamente
0,005
L-glutamina 0,584 Al menos 0,2-1,0
aproximadamente 0,2
Glicina 0,031125 Al menos 0,01 -0,06
aproximadamente 0,01
L-histidina 0,048288 Al menos 0,01 -0,09
aproximadamente 0,02
L-isoleucina 0,163713 Al menos 0,05-04
aproximadamente 0,09
L—leucina 0,163713 Al menos 0,05-04
aproximadamente 0,09
L-lisina 0,16807 Al menos 0,056-04
aproximadamente 0,09
L-metionina 0,036748 Al menos 0,01 -0,07
aproximadamente 0,02
L-fenilalanina 0,073695 Al menos 0,02-0,14
aproximadamente 0,05
L—serina 0,05145 Al menos 0,02 -0,1
aproximadamente 0,03
L-treonina 0,108609 Al menos 0,04 -0,2
aproximadamente 0,08
L-triptéfano 0,018457 Al menos 0,005 -0,04
aproximadamente
0,009
L-tirosina 0,121813 Al menos 0,04 -0,25
aproximadamente 0,08
L-Valina 0,111105 Al menos 0,04 -0,25
aproximadamente 0,08
L—Alanina 0,000668 Al menos 0,0002 - 0,0013
aproximadamente
0,0004
L-Aspargina 0,031978 Al menos 0,01 -0,07

aproximadamente 0,01

11
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Realizacion A
Cantidad (g/l)

Realizaciéon B
Cantidad (g/l)

Realizacién C
Cantidad (g/l)

L—Acido aspartico

0,00803

Al menos
aproximadamente
0,006

0,002 - 0,017

L-Acido glutamico

0,054728

Al menos

aproximadamente 0,03

0,02-10,1

L—prolina

0,02403

Al menos
aproximadamente
0,005

0,005 -0,05

L-Taurina

0,000844

Al menos
aproximadamente
0,0006

0,0003 - 0,002

12
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Realizacion A
Cantidad (g/l)

Realizaciéon B
Cantidad (g/l)

Realizacién C
Cantidad (g/l)

Vitaminas

Pantotenato D-Calcio

0,004338

Al menos
aproximadamente
0,001

0,001 - 0,009

Cloruro de colina

0,006094

Al menos
aproximadamente
0,002

0,002 - 0,012

Acido félico

0,004302

Al menos
aproximadamente
0,001

0,001 - 0,009

I-Inositol

0,009568

Al menos
aproximadamente
0,005

0,005 - 0,020

Niacinamida

0,004302

Al menos
aproximadamente
0,001

0,001 - 0,009

Piridoxal

0,004153

Al menos
aproximadamente
0,001

0,001 - 0,009

Riboflavina

0,000431

Al menos
aproximadamente
0,0001

0,0001 - 0,009

Tiamina

0,004304

Al menos
aproximadamente
0,001

0,001 - 0,009

d-Biotina

3,75 E-05

Al menos
aproximadamente 1 E—
05

1E-05-7 E-05

Piridoxina

1,85 E-05

Al menos
aproximadamente 8 E—
06

5 E-06 -4 E-05

Vitamina B12 (cianocobalamina)

0,000102

Al menos
aproximadamente
0,00002

0,00002 - 0,0002

Lipidos

Acido lipoico/Acido tidctico

0,000015

Al menos
aproximadamente 5 E—
06

5 E-06 - 3 E-05

Etanolamina

0,02

Al menos
aproximadamente
0,005

0,005 -10,04

13
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Realizacion A Realizacion B Realizacion C
Cantidad (g/l) Cantidad (g/l) Cantidad (g/l)
Proteinas
Insulina 0,01 Al menos 0,003 -0,02
aproximadamente
0,003
Transferrina 0,055 Al menos 0,03-0,12
aproximadamente 0,03
Sustratos de energia
D—glucosa 1 Al menos 05-3
aproximadamente 0,5
Piruvato sédico 0,11 Al menos 0,03-0,2
aproximadamente 0,03
Derivados de acido nucleico
timidina 0,00045 Al menos 0,0001 - 0,0009
aproximadamente
0,0001
Adenosina 0,015 Al menos 0,005 -0,03
aproximadamente
0,005
Citidina 0,015 Al menos 0,005 -0,03
aproximadamente
0,005
Uridina 0,015 Al menos 0,005 -0,03
aproximadamente 0,05
Guanosina 0,015 Al menos 0,005 -0,03
aproximadamente
0,005

Estos medios pueden comprender ademas seroalbumina bovina (BSA), putrescina y Pluronic® F68.
Especificamente, para la realizaciéon A, el medio puede comprender ademas 3,02 E-05 g/l de putrescina, 2,5 g/l de
BSA y 0,015 g/l de Pluronic® F68. De forma similar, para la realizacion B, la solucidon de nutrientes sin suero puede
comprender ademas al menos aproximadamente 1 E-05 g/l de putrescina, a 1 g/l de BSA y al menos 0,005 g/l de
Pluronic® F68. En una realizacion, los medios comprenden ademas putrescina y Pluronic® F68, tales como por
ejemplo, 3,02 E-05 g/l de putrescina, 2,5 g/l de BSA 'y 0,015 g/l de Pluronic® F68.

El medio de cultivo puede comprender ademas al menos 0,8 g/l de D-glucosa y al menos 0,1 g/l de piruvato sédico.
En una realizacién, el medio de cultivo de la invencion comprende ademas aproximadamente 1 g/l de D-glucosa y
aproximadamente 0,11 g/l de piruvato de sodio.

En una realizacion de la invencion, el medio de cultivo se suplementa con suero, tal como, por ejemplo, suero bovino
fetal (FBS) o suero de ternero recién nacido (NCS). El contenido de suero puede variar en concentracion desde 0
(un medio sin suero) hasta 20 % del volumen total del medio. En una realizacion, el medio se suplementa con suero
(tal como, por ejemplo, FBS) durante la preparacion del medio. En otra realizacion, el medio se suplementa
inmediatamente antes de usar (tal como, por ejemplo, mediante la adicion de una solucién que comprende suero
(por ejemplo, FBS)). En una realizacion, el medio de cultivo se suplementa preferentemente con aproximadamente 2
a 15 % (v/v) de FBS, como alternativa de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 %, como alternativa de
aproximadamente 3 a aproximadamente 12 %, como alternativa de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 %,
como alternativa de aproximadamente 4 % a aproximadamente 10 %. En las realizaciones seleccionadas, el medio
de cultivo se suplementa con aproximadamente 7,5 %, aproximadamente 10 % o aproximadamente 15 % de FBS.

B. Soluciones de nutrientes sin suero

14
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Otro aspecto de la divulgacion es una solucion de nutrientes sin suero que comprende: aminoacidos; vitaminas;
sales; nucleosidos; insulina; transferrina; etanolamina; y selenito de sodio. Como se usa en el presente documento,
con referencia a la solucion nutriente, la expresion "sin suero" significa que la solucidon nutriente no contiene suero
antes de la adicion al medio de cultivo. A menos que se indique lo contrario, las cantidades desveladas para los
componentes de la solucion nutriente sin suero se basan en mediciones del aumento en peso de cada componente
después de que se haya agregado la solucion de nutrientes sin suero a un cultivo.

En una realizacion, la solucién de nutrientes sin suero comprende los 20 L-aminoacidos esenciales. En ofra
realizacion, la solucién de nutrientes sin suero comprende los aminoacidos L-arginina, L-cistina, L-cisteina, glicina, L-
histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-serina, L-treonina, | -triptofano, L-tirosina, L-
valina, y, opcionalmente, L-alanina, L-aspargina, L-acido aspartico, L-acido glutamico, L-prolina y L-taurina. En una
realizacion, la solucién comprende desde al menos aproximadamente 0,0001 g/l a al menos aproximadamente 0,03
g/l de cada uno de estos aminoacidos. En otra realizacion, la solucion nutriente sin suero comprende al menos
aproximadamente 0,005 g/l de L-arginina; al menos aproximadamente 0,002 g/l de L-cistina; al menos
aproximadamente 0,0003 g/l de L-cisteina, al menos aproximadamente 0,0005 g/l de glicina; al menos
aproximadamente 0,002 g/l de L-histidina; al menos aproximadamente 0,01 g/l de L-isoleucina; al menos
aproximadamente 0,01 g/l de L-leucina; al menos aproximadamente 0,008 g/l de L-Lisina; al menos
aproximadamente 0,002 g/l de L-metionina, al menos aproximadamente 0,002g/l de L—fenilalanina, al menos
aproximadamente 0,002 g/l de L-serina, al menos aproximadamente 0,003 g/l de L-treonina, al menos
aproximadamente 0,0008 g/l de L-triptéfano, al menos aproximadamente 0,005 g/l de L-tirosina, al menos
aproximadamente 0,005 g/l de L-valina, al menos aproximadamente 0,0001 g/l de L-alanina, al menos
aproximadamente 0,005 g/l de L-aspargina, al menos aproximadamente 0,002 g/l de L—-acido aspartico, al menos
aproximadamente 0,01 g/l de L—-acido glutamico, al menos aproximadamente 0,008 g/l de L—prolina y al menos
aproximadamente 0,008 g/l de L—taurina.

En una realizacion alternativa, la solucién de nutrientes sin suero comprende aproximadamente 0,013 g/l L-arginina,
HCI; aproximadamente 0,005 g/l de L—Cistina, 2HCI; aproximadamente 0,009 g/l de L-cisteina HCI H.O;
aproximadamente 0,001 g/l de Glicina; aproximadamente 0,006 g/l de L-histidina, HCI, H,O; aproximadamente 0,059
g/l de L-isoleucina; aproximadamente 0,059 g/l de L-leucina; aproximadamente 0,022 g/l de L-Lisina, HCI;
aproximadamente 0,007 g/l de L-metionina; aproximadamente 0,008 g/l de L—fenilalanina; aproximadamente 0,009
g/l de L-serina; aproximadamente 0,013 g/l de L-treonina; aproximadamente 0,002 g/l de L-triptofan;
aproximadamente 0,018 g/l de L-tirosina, 2Na, 2H,0; aproximadamente 0,018 g/l de L-Valina; aproximadamente
0,001 g/l de L—alanina; aproximadamente 0,032 g/l de L—aspargina H2O; aproximadamente 0,008 g/l de L-acido
aspartico; aproximadamente 0,055 g/l de L-acido glutamico; aproximadamente 0,024 g/l de L-prolina; y
aproximadamente 0,0008de L-Taurina. Se cree que los aminoacidos ayudan a reponer los aminoacidos consumidos
en el cultivo.

La solucién de nutrientes sin suero comprende ademas una o mas vitaminas. En una realizacién, la solucion de
nutrientes sin suero comprende al menos las siguientes vitaminas: D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido
félico; Il-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina; tiamina; y, opcionalmente, d-biotina; piridoxina; y vitamina B2
(cianocobalamina). La solucion puede comprender ademas vitamina C y vitamina A. En una realizacion, la solucion
comprende de aproximadamente 5 x 10 g/l a 0,001 g/l de cada una de las una o mas vitaminas. En una realizacion,
la solucién de nutrientes sin suero comprende al menos aproximadamente 0,0001 g/l de pantotenato de D-calcio; al
menos aproximadamente 0,0008 g/l de cloruro de colina; al menos aproximadamente 0,0001 g/l de acido folico; al
menos aproximadamente 0,0008 g/l de I-inositol; al menos aproximadamente 0,0001 g/l de niacinamida; al menos
aproximadamente 0,00005 g/l de piridoxal; al menos aproximadamente 1x 10 g/l de riboflavina; al menos
aproximadamente 0,00001 g/l de tiamina; al menos aproximadamente 1x 107 g/l de d-biotina; al menos
aproximadamente 1x 10~° g/l de piridoxina; y al menos aproximadamente 1x 10° g/l de vitamina B12
(cianocobalamina). En una realizacion, la solucion nutritiva sin suero comprende aproximadamente 0,000338 g/l
pantotenato de D-calcio; aproximadamente 0,002094 g/l de cloruro de colina; aproximadamente 0,000302 g/l de
acido fodlico; aproximadamente 0,002568 g/l de I-Inositol; aproximadamente 0,000302 g/l de niacinamida;
aproximadamente 0,000153 g/l de piridoxal, HCI; aproximadamente 3,11 E-05 g/l de riboflavina; aproximadamente
0,000304 g/l de tiamina, HCI; aproximadamente 3,75 E-05 g/l de d-biotina; aproximadamente 1,85 E-05 g/l de
piridoxina HCI; y aproximadamente 0,000102 g/l de vitamina B12 (cianocobalamina).

Adicionalmente, la solucidon de nutrientes sin suero comprende una o mas sales. En otra realizacioén, la solucion
comprende de aproximadamente 0,0005 g/l a aproximadamente 0,001 g/l de las sales de fosfato. En una realizacion
alternativa, la solucion comprende fosfato de sodio tal como fosfato de sodio, fosfato monobasico y de sodio,
heptahidrato dibasico. En adn otra realizacién, la solucién comprende al menos aproximadamente 0,005 g/l de
fosfato sédico, monobasico y al menos aproximadamente 0,001 g/l de fosfato sddico, heptahidrato dibasico. En una
realizacion alternativa, la solucion comprende aproximadamente 0,008 g/l de fosfato sddico, monobasico y
aproximadamente 0,002 g/l de fosfato sédico, heptahidrato dibasico.

La solucion de nutrientes sin suero comprende ademas nucledsidos. En una realizacién, la solucién de nutrientes sin

suero comprende los derivados de acido nucleico timidina, adenosina, citidina, uridina y guanosina. En particular, la
solucién comprende al menos aproximadamente 0,0001 g/l a al menos aproximadamente 0,005 g/l de cada uno de
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los nucledsidos. En una realizacion, la soluciéon comprende al menos aproximadamente 0,0001 g/ | de timidina y al
menos aproximadamente 0,005 g / | de cada uno de adenosina, citidina, uridina y guanosina. En ofra realizacion, la
solucion comprende aproximadamente 0,0005 g/l de timidina y aproximadamente 0,015 g/l de cada uno de
adenosina, citidina, uridina y guanosina.

La soluciéon de nutrientes sin suero comprende ademas insulina, transferrina, etanolamina y selenito de sodio. En
una realizacion, la solucion comprende al menos 0,002 g/l, como alternativa aproximadamente 0,01 g/l de insulina.
En ofra realizacion, la solucion comprende al menos aproximadamente 0,01 g/l, como alternativa aproximadamente
0,01 g/l de transferrina. En una realizacion alternativa, la solucion comprende al menos aproximadamente 0,005 g/,
como alternativa aproximadamente 0,02 g/l de etanolamina. En otra realizacion, la solucion comprende al menos
aproximadamente 2 x 1075 g/l, como alternativa aproximadamente 7 x 10~° de selenito de sodio.

Ademas del oligoelemento selenito sddico, en ciertas realizaciones, la solucién de nutrientes sin suero comprende
ademas uno o mas oligoelementos adicionales. En una realizacion, la solucién comprende aproximadamente 3 x 10~
8 g/l a aproximadamente 2 x 10-° g/l de cada uno de los uno o mas oligoelementos adicionales. En una realizacion,
la solucién comprende ademas sulfato de cobre (IlI) pentahidratado (CuS04.5H,0) y sulfato de cinc heptahidrato,
(ZnS0)4.7H20). En otra realizacion, la solucién comprende ademas al menos aproximadamente 3 x 10 g/l de
sulfato de cobre (Il) pentahidratado (CuSQ4.5H,0) y al menos aproximadamente 5 x 10 g/l de sulfato de cinc,
heptahidrato, (ZnS0O4,7H,0). En una realizacién alternativa, la solucién comprende ademas aproximadamente 9 x 10
8 g/l de sulfato de cobre (Il) pentahidratado (CuSO4.5H,0) y aproximadamente 10 x 10 g/l de sulfato de cinc,
heptahidrato, (ZnS0O4,7H,0).

Adicionalmente, ademas de la etanolamina lipidica, la solucién de nutrientes sin suero puede comprender ademas
acido lipoico/acido tidctico, que puede comprender al menos aproximadamente 1 x 10 g/l de la solucién.

En una realizacién de la invencion, la solucion de nutrientes sin suero comprende:

los aminoacidos L-arginina, L-cistina, L-cisteina, glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-
fenilalanina, L-serina, L-treonina, | -triptofano, L-tirosina, L-valina, L-alanina, L-aspargina, L-acido aspartico, L-acido
glutamico, L-prolina y L-taurina;

las vitaminas D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido folico; l-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina;
tiamina; d-biotina; piridoxina; y vitamina B2 (cianocobalamina);

las sales fosfato sédico monobasico y fosfato sddico heptahidrato dibasico;
los nucleésidos adenosina, citidina, uridina y guanosina;
insulina; transferrina; etanolamina; y selenito de sodio.

Esta solucion sin suero puede comprender opcionalmente ademas sulfato de cobre (II) pentahidratado
(CuS04.5H,0) y sulfato de cinc heptahidrato, (ZnS0O)s.7H20). Adicionalmente, la solucidon sin suero puede
comprender opcionalmente ademas acido lipoico/acido tiéctico. En una realizacion, la solucion comprende: (1) de
aproximadamente 0,0001 g/l a aproximadamente 0,03 g/l de cada uno de los aminoacidos; (2) de aproximadamente
0,00001 g/l a aproximadamente 0,001 g/l de cada una de las vitaminas; (3) al menos aproximadamente 5 x 10-6 g/l
de de fosfato sédico, monobasico y al menos aproximadamente 0,001 g/l de fosfato sddico, heptahidrato dibasico (4)
al menos aproximadamente 0,0001 g/l de timidina y al menos aproximadamente 0,005 g/l de cada uno de
adenosina, citidina, uridina y guanosina; (5) al menos 0,002 g/l de insulina; (6) al menos aproximadamente 0,03 g/l
de transferrina; (7) al menos aproximadamente 0,005 g/l de etanolamina y (8) al menos aproximadamente 5 x 10-5
g/l de selenito de sodio. Opcionalmente, esta solucion ademas comprende (9) al menos aproximadamente 7 x 108
g/l de sulfato de cobre (Il) pentahidratado (CuS04.5H,0); (10) al menos aproximadamente 5 x 10-6 g/l de sulfato de
cinc, heptahidrato, (ZnS0)4.7H20); y (11) al menos aproximadamente 1 x 10 g/I de acido lipoico/acido tidctico.

En otra realizacién de la invencién, la soluciéon de nutrientes sin suero comprende aminoacidos, vitaminas, sales,
nucledsidos, sulfato de cobre (II), pentahidrato (CuSO)45H20), sulfato de cinc, heptahidrato, (ZnS0)4.7H20) y acido
lipoico/tiéctico. En esa realizacion, la solucidon comprende:
los aminoacidos L-arginina, L-cistina, L-cisteina, glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina,
L-fenilalanina, L-serina, L-treonina, | -triptofano, L-tirosina, L-valina, L-alanina, L-aspargina, L-acido aspartico, L-
acido glutamico, L-prolina y L-taurina;

las vitaminas D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido félico; I-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina;
tiamina; d-biotina; piridoxina; y vitamina B2 (cianocobalamina);

las sales fosfato sédico monobasico y fosfato sddico heptahidrato dibasico; y
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los nucleésidos timidina, adenosina, citidina, uridina y guanosina.

En una realizacion, esta solucion nutriente sin suero comprende al menos aproximadamente 0,005 g/l de L—arginina;
al menos aproximadamente 0,002 g/l de L—cistina; al menos aproximadamente 0,0003 g/l de L-cisteina, al menos
aproximadamente 0,0005 g/l de dlicina; al menos aproximadamente 0,002 g/l de L-histidina; al menos
aproximadamente 0,01 g/l de L-isoleucina; al menos aproximadamente 0,01 g/l de L-eucina; al menos
aproximadamente 0,008 g/l de L-Lisina; al menos aproximadamente 0,002 g/l de L-metionina, al menos
aproximadamente 0,002g/l de L-fenilalanina, al menos aproximadamente 0,002 g/l de L-serina, al menos
aproximadamente 0,003 g/l de L-treonina, al menos aproximadamente 0,0008 g/l de L-triptéfano, al menos
aproximadamente 0,005 g/l de L-tirosina, al menos aproximadamente 0,005 g/l de L-valina, al menos
aproximadamente 0,0001 g/l de L-alanina, al menos aproximadamente 0,005 g/l de L-aspargina, al menos
aproximadamente 0,002 g/l de L—acido aspartico, al menos aproximadamente 0,01 g/l de L-acido glutamico, al
menos aproximadamente 0,008 g/l de L—prolina y al menos aproximadamente 0,008 g/l de L—taurina. En ofra
realizacion, esta solucion de nutrientes sin suero comprende ademas al menos aproximadamente 0,0001 g/l de
pantotenato de D-calcio; al menos aproximadamente 0,0008 g/l de cloruro de colina; al menos aproximadamente
0,0001 g/l de acido félico; al menos aproximadamente 0,0008 g/l de |-inositol; al menos aproximadamente 0,0001 g/l
de niacinamida; al menos aproximadamente 0,00005 g/l de piridoxal; al menos aproximadamente 1x 10~° g/l de
riboflavina; al menos aproximadamente 0,00001 g/l de tiamina; al menos aproximadamente 1x 10-% g/l de d—biotina;
al menos aproximadamente 1x 10-% g/l de piridoxina; y al menos aproximadamente 1x 10~ g/l de vitamina B12
(cianocobalamina). En una realizacion alternativa, esta solucion comprende ademas al menos aproximadamente
0,0001 g / | de timidina y al menos aproximadamente 0,01 g / | de cada uno de adenosina, citidina, uridina y
guanosina. En otra realizacion esta solucion ademas comprende al menos aproximadamente 3 x 1078 g/l de sulfato
de cobre (ll) pentahidratado (CuSO4.5H;0), aproximadamente 5 x 10° g/l de sulfato de cinc, heptahidrato,
(ZnS0)4.7H,0); y aproximadamente 2 x 10-° g/l de acido lipoico/acido tidctico.

Opcionalmente, las soluciones de nutrientes sin suero pueden comprender ademas putrescina, seroalbumina
bovina, un estabilizante y/o agente espumante. En una realizacion, la seroalbumina bovina se proporciona en forma
de AIbuMAX® | disponible en el mercado (Gibco™ Cell Culture, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA), que es
seroalbumina bovina rica en lipidos. En otra realizacion, la solucion de nutrientes sin suero comprende el agente
estabilizador/antiespumante disponible en el mercado Pluronic® F68 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA).

Ejemplos de realizaciones adecuadas de la solucién de nutrientes sin suero en la tabla siguiente:

Realizacion A
Cantidad (g/l)

Realizacion B
Cantidad (g/l)

Realizacién C
Cantidad (g/l)

Sales inorganicas

fosfato de sodio, monobasico, H,O, USP 0,008175 Al menos 0,001 -0,016
aproximadamente 0,001
fosfato de sodio, heptahidrato dibasico 0,00201 Al menos 0,0005 - 0,004
(NazHPO4.7H,0) aproximadamente
0,0005
Oligoelementos
Pentahidrato de sulfato de cobre (Il) 9,33 E-08 Al menos 3 E-08 -2 E-07
(CuS04.5H,0) aproximadamente 3 E—
08
Sulfato de cinc, heptahidrato, 3,24 E-05 Al menos 5 E-06 -7 E-05
(ZnS0)4.7H0) aproximadamente 5 E—
06
Selenato de sodio Na;SeO3; 0,000067 Al menos 0,00002 — 0,00014
aproximadamente
0,00002
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Realizacion A
Cantidad (g/l)

Realizacion B
Cantidad (g/l)

Realizaciéon C
Cantidad (g/l)

Aminoacidos

L—Arginina, HCI 0,01305 Al menos 0,005 -0,03
aproximadamente 0,005
L—Cistina, 2HCI 0,00522 Al menos 0,002 - 0,00522
aproximadamente 0,002
L—Cisteina HCI H,O 0,009224 Al menos 0,003 - 0,02
aproximadamente 0,003
Glicina 0,001125 Al menos 0,0005 - 0,0025
aproximadamente
0,0005
L—-Histidina, HCI, H.O 0,006288 Al menos 0,002 - 0,015
aproximadamente 0,002
L-isoleucina 0,058913 Al menos 0,01-0,12
aproximadamente 0,01
L—leucina 0,058913 Al menos 0,01-0,12
aproximadamente 0,01
L-Lisina, HCI 0,02187 Al menos 0,008 — 0,05
aproximadamente 0,008
L-metionina 0,006748 Al menos 0,002 - 0,015
aproximadamente 0,002
L-fenilalanina 0,007695 Al menos 0,002 - 0,02
aproximadamente 0,002
L—serina 0,00945 Al menos 0,002 - 0,02
aproximadamente 0,002
L-treonina 0,013409 Al menos 0,003 -0,03
aproximadamente 0,003
L-triptéfano 0,002457 Al menos 0,0008 — 0,005
aproximadamente
0,0008
L—tirosina, 2Na, 2H,0 0,018023 Al menos 0,005 -0,04
aproximadamente 0,005
L-valina 0,017505 Al menos 0,005 -0,04
aproximadamente 0,005
L—Alanina 0,000668 Al menos 0,0001 — 0,002
aproximadamente
0,0001
L—Aspargina H.O 0,031978 Al menos 0,005 -0,07
aproximadamente 0,005
L-Acido aspartico 0,00803 Al menos 0,002 - 0,02
aproximadamente 0,002
L-Acido glutamico 0,054728 Al menos 0,01-0,12

aproximadamente 0,01
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Realizacion A
Cantidad (g/l)

Realizacion B
Cantidad (g/l)

Realizaciéon C
Cantidad (g/l)

L—prolina

0,02403

Al menos

aproximadamente 0,008

0,008 - 0,05

L-Taurina

0,000844

Al menos
aproximadamente
0,0002

0,0002 - 0,002

Vitaminas

Pantotenato D-Calcio

0,000338

Al menos
aproximadamente
0,0001

0,0001 - 0,0007

Cloruro de colina

0,002094

Al menos
aproximadamente
0,0008

0,0008 - 0,005

Acido félico

0,000302

Al menos
aproximadamente
0,0001

0,0001 - 0,0007

I-Inositol

0,002568

Al menos
aproximadamente
0,0008

0,0008 - 0,005

Niacinamida

0,000302

Al menos
aproximadamente
0,0001

0,0001 - 0,0007

Piridoxal, HCI

0,000153

Al menos
aproximadamente
0,00005

0,00005 - 0,0004

Riboflavina

3,11 E-05

Al menos
aproximadamente 1 E—
05

1E-05-7 E-05

tiamina*HCI

0,000304

Al menos
aproximadamente
0,0001

0,0001 - 0,0007

d-Biotina

3,75 E-05

Al menos
aproximadamente 1 E—
05

1 E-05-8 E-05

Piridoxina. HCI

1,85 E-05

Al menos
aproximadamente 5 E—
06

5 E-06 -4 E-05

Vitamina B12 (cianocobalamina)

0,000102

Al menos
aproximadamente
0,00002

0,00002 — 0,00025
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Realizaciéon A Realizacion B Realizacion C
Cantidad (g/l) Cantidad (g/l) Cantidad (g/l)
Lipidos
Acido lipoico/Acido tidctico 0,000015 Al menos 0,000005 — 0,00004
aproximadamente
0,000005

Etanolamina HCI 0,02 Al menos 0,005 -0,05
aproximadamente 0,005

Proteinas

Insulina 0,01 Al menos 0,002 - 0,025
aproximadamente 0,002

Transferrina 0,055 Al menos 0,01-0,15
aproximadamente 0,01

Derivados de acido nucleico

timidina 0,00045 Al menos 0,0001 — 0,001

aproximadamente
0,0001

Adenosina 0,015 Al menos 0,005 -0,04
aproximadamente 0,005

Citidina 0,015 Al menos 0,005 -0,04
aproximadamente 0,005

Uridina 0,015 Al menos 0,005 -0,04
aproximadamente 0,005

Guanosina 0,015 Al menos 0,005 -0,04
aproximadamente 0,005

Estas soluciones de nutrientes sin suero pueden comprender ademas seroalbumina bovina (BSA), putrescina y
Pluronic® F68. Especificamente, para la realizacién A, la solucién de nutrientes sin suero puede comprender
ademas 3,02 E-05 g/l de putrescina, 2,5 g/l de BSA y 0,015 g/l de Pluronic® F68. De forma similar, para la
realizacion B, la solucion de nutrientes sin suero puede comprender ademas al menos aproximadamente 1 E-05 g/l
de putrescina, a 1 g/l de BSA y al menos 0,005 g/l de Pluronic® F68. En una realizacion preferente, las soluciones
de nutrientes sin suero comprenden ademas putrescina y Pluronic® F68.

En la realizacién, la solucién de nutrientes sin suero comprende selenato de sodio, etanolamina, insulina,
transferrina, timidina, adenosina, citidina, uridina, guanosina y albumina de suero (por ejemplo, seroalbumina
bovina).

Opcionalmente, la solucién de nutrientes sin suero puede comprender ademas uno o mas sustratos de energia, tales
como por ejemplo, glucosa y/o piruvato.

En una realizacion de la invencion, el medio de cultivo y/o la solucidon de nutrientes sin suero no contienen factores
afadidos exdgenamente que promueven el crecimiento de células indiferenciadas. En una realizacién preferente, el
medio de cultivo y/o la solucion de nutrientes sin suero no comprenden un factor de crecimiento de fibroblastos, tal
como, por ejemplo, FGF basico o FGF-4.

Il. Células derivadas de tejido de cordén umbilical humano (hUTC)

Como se ha tratado anteriormente, en ciertas realizaciones de la invencion, el medio de cultivo y las soluciones de
nutrientes sin suero se pueden usar para cultivar células derivadas de tejido de corddn umbilical humano aisladas
("hUTC" o "UTC"). Las poblaciones de UTC y UTC adecuadas para su uso con el medio de cultivo, solucién de
nutrientes sin suero, kits y procedimientos de la presente invencion se describen con detalle en el presente
documento detallado a continuacién, asi como las patentes de Estados Unidos n.° 7.510.873, 7.524.489 y la solicitud
de publicacién de Estados Unidos n.° 2005/005863.
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A. Aislamiento y crecimiento de células derivadas de tejido de cordéon umbilical

Segun los procedimientos descritos en el presente documento, se recupera un cordéon umbilical de mamifero
después o poco después de finalizar una gestacion a término o una gestacion prematura, por ejemplo, después de
su expulsion tras el nacimiento. El tejido posparto puede transportarse desde el lugar de nacimiento a un laboratorio
en un recipiente estéril, tal como un matraz, vaso de precipitados, placa de cultivo o bolsa. El recipiente puede
contener una solucién o medio, incluyendo, pero sin limitaciones, una solucion salina, tal como, por ejemplo, medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (también denominado medio esencial minimo de Dulbecco) o solucién
salina tamponada con fosfato (PBS), o cualquier solucién utilizada para el transporte de érganos utilizados para el
trasplante, tal como la solucion de la Universidad de Wisconsin o solucién perfluoroquimica. Pueden afadirse al
medio o tampoén uno 0 mas antibidticos y/o antimicéticos, tales como, pero sin limitaciones a los mismos, penicilina,
estreptomicina, anfotericina B, gentamicina y nistatina. El tejido posparto puede aclararse con una solucidon
anticoagulante, tal como una solucién que contenga heparina. Es preferente mantener el tejido a aproximadamente
4 °C-10 °C antes de extraer las UTC. Es aun mas preferente no haber congelado el tejido antes de extraer las UTC.

El aislamiento de las UTC se produce preferentemente en un ambiente aséptico. Se separa el cordén umbilical de la
placenta por medios conocidos en la técnica. Como alternativa, el cordéon umbilical y la placenta se utilizan sin
separacion. La sangre y los desechos se eliminan, preferiblemente, del tejido posparto antes del aislamiento de las
UTC. Por ejemplo, el tejido posparto puede lavarse con soluciéon tampdn, incluyendo, pero sin limitaciones, solucion
salina tamponada con fosfato. El tampén de lavado puede comprender también uno o mas antimicéticos y/o
antibidticos, tales como, pero no limitados a, penicilina, estreptomicina, anfotericina B, gentamicina y nistatina.

El tejido posparto que comprende un cordén umbilical o un fragmento o seccién del mismo se desagrega mediante
fuerza mecanica (trituracion o fuerzas de cizallamiento). En una realizacion preferida en el presente documento, el
procedimiento de aislamiento también utiliza un proceso de digestion enzimatica. En la materia se conocen muchas
enzimas utiles para el aislamiento de células individuales a partir de matrices de tejido complejas para facilitar el
crecimiento en cultivo. Las enzimas de la digestion varian desde ligeramente digestivas (por ejemplo,
desoxirribonucleasas y la proteasa neutra, dispasa) a fuertemente digestivas (por ejemplo, papaina y tripsina), y
estan disponibles comercialmente. Una lista no exhaustiva de enzimas compatibles con la presente invencion
incluye actividades enzimaticas mucoliticas, metaloproteasas, proteasas neutras, serina proteasas (tales como
tripsina, quimotripsina o elastasa) y desoxirribonucleasas.. Actualmente se prefieren las actividades enzimaticas
seleccionadas de metaloproteasas, proteasas neutras y actividades mucoliticas. Por ejemplo, se sabe que las
colagenasas son Utiles para aislar varias células de tejidos. Las desoxirribonucleasas pueden digerir ADN
monocatenario y pueden minimizar el aglutinamiento celular durante el aislamiento. Los procedimientos preferidos
implican un tratamiento enzimatico con, por ejemplo, colagenasa y dispasa, o colagenasa, dispasa e hialuronidasa.
En ciertas realizaciones, se usa una mezcla de colagenasa y la dispasa de proteasa neutra en la etapa de
disociacion. Realizaciones mas especificas emplean la digestiéon en presencia de al menos una colagenasa de
Clostridium histolyticum, y cualquiera de las actividades de proteasa, dispasa y termolisina. Aun otras realizaciones
emplean la digestién tanto con las actividades de las enzimas colagenasa y dispasa. También se utilizan
procedimientos que incluyen la digestion con una actividad hialuronidasa ademas de las actividades de colagenasa y
dispasa. El experto en la técnica apreciara que muchos de estos tratamientos enzimaticos son conocidos en la
técnica para aislar células de diversas fuentes de tejido. Por ejemplo, las mezclas de enzimas para la disociacion de
tejidos vendidas bajo el nombre comercial de LIBERASE (Roche, Indianapolis, Ind.) son adecuadas para su uso en
los presentes procedimientos. Se conocen otras fuentes de enzimas y el experto en la materia puede obtener
también dichas enzimas directamente de sus fuentes naturales. El experto en la técnica también esta preparado
para evaluar enzimas o combinaciones enzimaticas nuevas o adicionales por su utilidad en el aislamiento de las
células de la invencion. Los tratamientos enzimaticos preferentes tienen una duracién de 0,5 horas, 1 hora, 1,5 horas
0 2 horas, o mas. En ofras realizaciones preferentes, el tejido se incuba a 37 °C durante el tratamiento enzimatico de
la etapa de disgregacion.

En algunas formas de realizacion de la invencion, el tejido posparto se separa en fracciones que comprenden varios
aspectos del tejido, tal como aspectos neonatos, neonatos/maternos y maternos de, por ejemplo, la placenta. A
continuacioén, las secciones separadas se disocian mediante disociacion mecanica y/o enzimatica segun los
procedimientos descritos en el presente documento. Las células de linaje materno o neonatal pueden identificarse
mediante cualquier medio conocido en la técnica, por ejemplo, mediante analisis del cariotipo o hibridacion in situ
para un cromosoma Y.

Pueden utilizarse células aisladas o tejido de cordén umbilical a partir del que se multiplican las UTC para iniciar, o
sembrar, cultivos celulares. Las células aisladas se transfieren a recipientes estériles para cultivo tisular recubiertos
0 no recubiertos con una matriz extracelular o ligandos tales como laminina, colageno (por ejemplo, natural o
desnaturalizado), gelatina, fibronectina, y otras proteinas de la matriz extracelular. Ademas de los medios de cultivo
divulgados en el presente documento, una UTC se puede cultivar en cualquier medio de cultivo capaz de sustentar
el crecimiento de las células tales como, pero sin limitaciones, DMEM (con alto o bajo contenido de glucosa), DMEM
avanzado, DMEM/MCDB 201, medio basal de Eagle, medio F10 de Ham (F10), medio F12 de Ham (F12), medio de
Dulbecco modificado por Iscove, medio de crecimiento de células madre mesenquimatosas (MSCGM), DMEM/F12,
RPMI 1640 y medio libre de suero/medio vendido con el nombre comercial CELL-GRO-FREE (Mediatch, Inc.,
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Herndon, Va). El medio de cultivo puede complementarse con uno o mas componentes incluidos, por ejemplo, suero
bovino fetal (FBS), preferentemente aproximadamente al 2 %-15 % (v/v); suero equino (ES); suero humano (HS));
beta-mercaptoetanol (BME), preferentemente aproximadamente al 0,001 % (v/v); uno o mas factores de crecimiento,
por ejemplo, factor de crecimiento plaquetario (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
de fibroblastos basico (FGF), factor de crecimiento factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de
crecimiento insulinoide 1 (IGF-1), factor inhibidor de leucocitos (LIF) y eritropoyetina (EPO); aminoacidos, incluida L-
valina; y uno o mas antibidticos y/o antimicéticos para controlar la contaminacion microbiana, tales como, por
ejemplo, penicilina G, sulfato de estreptomicina, anfotericina B, gentamicina y nistatina, ya sea solos o en
combinacién. El medio de cultivo puede comprender medio de crecimiento, como se define en los ejemplos.

Las células se siembran en recipientes de cultivo a una densidad que permita el crecimiento celular. En una
realizacion preferente, las células se cultivan a aproximadamente Oa aproximadamente 5 % n volumen de CO, en
aire. En algunas realizaciones preferentes, las células se cultivan a aproximadamente 2 a aproximadamente 25 % d
O2 en aire, preferentemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 % e O en el aire. Las células se
cultivan, preferentemente, a una temperatura de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 40 °C, mas
preferentemente se cultivan a 37 °C. Las células se cultivan preferentemente en una incubadora. El medio en el
recipiente de cultivo puede ser estatico o agitado, por ejemplo, utilizando un biorreactor. Las UTC se cultivan
preferentemente en condiciones de bajo estrés oxidativo (por ejemplo, con la adicion de glutation, acido ascorbico,
catalasa, tocoferol, N-acetilcisteina). "Bajo estrés oxidativo" se refiere a condiciones de dafio minimo o nulo por
radicales libres a las células cultivadas.

Los procedimientos para seleccionar el medio de cultivo mas apropiado, la preparacion del medio y las técnicas de
cultivo celular son bien conocidos en la técnica y se describen en diversas fuentes, incluidas Doyle y col., (eds.),
1995, Cell & Tissue Culture: Laboratory Procedures, John Wiley & Sons, Chichester; y Ho y Wang (eds.), 1991,
Animal Cell Bioreactors, Butterworth—Heinemann, Boston.

Después de cultivar las células aisladas o los fragmentos de tejido durante un periodo de tiempo suficiente, las UTC
se habran multiplicado, ya sea como resultado de la migracion desde el tejido posparto o la divisiéon celular, o
ambos. En algunas realizaciones de la invencion, la UTC se somete a pases, o se llevan a un recipiente de cultivo
separado que contiene medio recién preparado del mismo o diferente tipo que el utilizado inicialmente, en el que la
poblacién de células puede expandirse por mitosis. Las células de la invencién pueden utilizarse en cualquier
momento entre el pase 0 y la senescencia. Preferentemente, las células se someten a pases entre
aproximadamente 3 y aproximadamente 25 veces, mas preferentemente se someten a pases de aproximadamente
4 a aproximadamente 12 veces, y preferentemente se someten a pases 10 u 11 veces. Pueden realizarse la
clonacion y/o subclonacion para confirmar que se ha aislado una poblacion clonal de células.

En ciertas realizaciones, los diferentes tipos de células presentes en el tejido posparto se fraccionan en
subpoblaciones a partir de las que pueden aislarse las UTC. La fraccion o seleccion puede lograrse utilizando
técnicas estandar de separacion de células incluidas, pero no sin limitaciones, tratamiento enzimatico para disociar
el tejido posparto en sus células componentes, seguido de clonacion y seleccion de tipos especificos de células, por
ejemplo, pero sin limitaciones, la seleccion en base a marcadores morfolégicos y/o bioquimicos; crecimiento
selectivo de células deseadas (seleccion positiva), destruccion selectiva de células no deseadas (seleccion
negativa); separacion en base a la aglutinabilidad celular diferencial en la poblacion mixta como, por ejemplo, con
aglutinina de soja; procedimientos de congelacion y descongelacion; propiedades de adherencia diferencial de las
células en la poblacién mixta; filtracion; centrifugacion convencional y zonal; decantacion centrifuga (centrifugacion
contracorriente); separacion por gravedad unitaria; distribucion en contracorriente; electroforesis; y clasificacion de
células activadas por fluorescencia (FACS). Para una revision de las técnicas de seleccion clonal y separacion
celular, véase Freshney, 1994, Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Techniques, 32 Ed., Wiley—Liss, Inc., New
York.

El medio de cultivo se cambia segun sea necesario, por ejemplo, mediante aspiracion cuidadosa del medio de la
placa, por ejemplo, con una pipeta, y la reposicién con medio recién preparado.. Se continta incubando hasta que
se acumula un numero o densidad suficiente de células en la placa. Las secciones de tejido explantado original
pueden sacarse y las células restantes tripsinizarse utilizando técnicas convencionales o utilizando un rascador de
células. Después de la tripsinizacion, se recogen las células, se llevan a un medio recién preparado y se incuban
como se ha indicado anteriormente. En algunas formas de realizacion, el medio se cambia al menos una vez
aproximadamente 24 horas después de la tripsinizacion para eliminar las células flotantes. Se considera que las
células que permanecen en el cultivo son UTC.

La UTC se pueden crioconservar. Por consiguiente, las UTC para la transferencia autdloga (para la madre o el nifio)
pueden derivarse de tejidos posparto apropiados después del nacimiento de un nifio, y, después, crioconservarse
para estar disponibles en caso de que sean mas tarde necesarios para el trasplante.

B. Caracteristicas de las células derivadas de tejido de cordéon umbilical

Las UTC pueden caracterizarse, por ejemplo, por sus caracteristicas de crecimiento (por ejemplo, capacidad de
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duplicacion de la poblacion, tiempo de duplicacion, pases hasta la senescencia), mediante analisis del cariotipo (por
ejemplo, linaje materno o neonatal), citometria de flujo (por ejemplo, analisis FACS), inmunohistoquimica y/o
inmunocitoquimica (por ejemplo, para la deteccién de epitopos), perfiles de expresion génica (por ejemplo, matrices
génicas; reaccion en cadena de la polimerasa (por ejemplo, PCR con transcriptasa inversa, PCR en tiempo real y
PCR convencional)), matrices de proteinas, secrecion de proteinas (por ejemplo, ensayo de coagulacion de plasma
o analisis de medio acondicionado de PDC, por ejemplo, mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA)), reaccion linfocitaria mixta (por ejemplo, como medida de la estimulacion de PBMC) y/u otros
procedimientos conocidos en la materia.

Los ejemplos de UTC adecuadas derivadas de tejido de cordon umbilical se depositaron en la Coleccion Americana
de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA 20110) el 10 de junio de 2004 y se les asignaron numeros de registro ATCC
de la siguiente manera: (1) a la denominacién de cepa UMB 022803 (P7) se le asignd el numero de registro PTA-
6067; y (2) a la denominacion de cepa UMB 022803 (P17) se le asigné el numero de registro PTA- 6068.

En diversas realizaciones, las UTC poseen una o mas de las siguientes caracteristicas de crecimiento: (1) requieren
L-valina para el crecimiento en cultivo; (2) son capaces de crecer en atmoésferas que contienen oxigeno desde
aproximadamente 5 % hasta al menos aproximadamente 20 % (3) tienen el potencial de al menos aproximadamente
40 duplicaciones en cultivo antes de alcanzar la senescencia; y (4) se unen y se expanden en un recipiente de
cultivo de tejidos recubierto o no recubierto, en el que el recipiente de cultivo de tejidos recubiertos comprende un
recubrimiento de gelatina, laminina, colageno, poliornitina, vitronectina o fibronectina.

En ciertas realizaciones, las UTC poseen un cariotipo normal, que se mantiene a medida que las células se someten
a pases. Los procedimientos para la realizacién cariotipo estan disponibles y son conocidos por los expertos en la
técnica.

En otras realizaciones, las UTC pueden caracterizarse por la produccion de ciertas proteinas, incluyendo (1)
produccion de al menos uno de factor tisular, vimentina y alfa-actina de musculo liso; y (2) produccion de al menos
uno de los marcadores de superficie celular CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa, PD-L2 y HLA-A, B, C,
segun se detecta por citometria de flujo. En otras realizaciones, las UTC pueden caracterizarse por falta de
produccién de al menos uno de los marcadores de superficie célula rCD31, CD34, CD45, CD80, CD86, CD117,
CD141, CD178, B7-H2, HLA-G y HLA-DR, DP, DQ, como se detecta por citometria de flujo. Son particularmente
preferidas las células que producen al menos dos factor tisular, vimentina y alfa-actina de musculo liso. Son
particularmente preferidas las células que producen las tres proteinas de factor tisular, vimentina y alfa-actina de
musculo liso.

En otras realizaciones, las UTC pueden caracterizarse por la expresion génica, que en relacion con una célula
humana que es un fibroblasto, una célula madre mesenquimatosa o una célula de médula 6sea de cresta iliaca, se
incrementa para un gen que codifica al menos una de interleucina 8; reticulén 1; ligando 1 de quimiocina (motivo C-
X-C) (actividad estimulante del crecimiento del melanoma, alfa); ligando 6 de quimiocina (motivo C - X - C) (proteina
2 quimiotactica de granulocitos); ligando 3 de quimiocina (motivo C - X - C); factor de necrosis tumoral, proteina 3
inducida por alfa.

En aun otras realizaciones, las UTC pueden caracterizarse por la expresion génica, que en relacion con una célula
humana que es fibroblasto, una célula madre mesenquimatosa o una célula de la médula ésea de cresta iliaca, se
reduce para un gen que codifica al menos uno de: homeocaja 2 de estatura baja; proteina del choque térmico de 27
kDa; ligandos 12 de quimiocina (motivo C—X-C) (factor 1 derivado de células estromales); elastina (estenosis adrtica
supravalvular, sindrome de Williams—Beuren); ARNm de Homo sapiens; ADNc de DKFZp586M2022 (del clon
DKFZp586M2022); homeocaja 2 del mesénquima (homeocaja especifica del cese de crecimiento); homdlogo 1 de la
homeocaja sine oculis (Drosophila); alfa B cristalina; activador 2 asociado “disheveled” de la morfogénesis 2;
proteina DKFZP586B2420; similar a neuralina 1; tetranectina (proteina de unién a plasminégeno); dominio 3 de
homologia con src (SH3) y rico en cisteinas; colesterol 25- hidroxilasa; factor de transcripcion relacionado con el
enanismo 3; receptor de interleucina 11, alfa; potenciador de la procolageno C-endopeptidasa; homdlogo Frizzled 7
(Drosophila); gen hipotético BC008967; colageno, tipo VIII, alfa 1; tenascina C (hexabraquina) ; proteina 5 de la
homeocaja iroquesa; hefaestina; integrina, beta 8; glucoproteina 2 de vesiculas sinapticas; neuroblastoma,
supresion de tumorigenicidad 1; proteina 2 de unién al factor de crecimiento similar a la insulina de 36kDa; ADNc de
Homo sapiens FLJ12280 fis, clon MAMMA1001744; factor 1 similar a receptores de citocinas; canal activado por
calcio de conductancia intermedia/pequefia de potasio, subfamilia N, miembro 4; integrina, beta 7; co-activador
transcripcional con motivo de unién a PDZ (TAZ) ; homdlogo 2 de la homeocaja de sine oculis (Drosophila); ;
proteina KIAA1034; proteina 5 de membrana asociada a vesicula (miobrevina) ; proteina 1 de la matriz extracelular
similar a fibulina que contiene EGF; respuesta 3 de crecimiento temprano; homeocaja 5 de distal-less; proteina
hipotética FLJ20373; miembro C3 de la familia 1 de la aldo—ceto reductasa (3-alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa,
tipo 1l) ; biglicano; coactivador transcripcional con motivo de uniéon a PDZ (TAZ) ; fibronectina 1; proencefalina;
integrina, beta similar a 1 (con dominios de repeticion similares a EGF); clon de ADNc de inserto de longitud
completa de ARNm de Homo sapiens EUROIMAGE 1968422; EphA3; proteina KIAA0367; receptor C de péptido
natriurético/guanilato ciclasa C (receptor C de péptido natriurético); proteina hipotética FLJ14054; ARNm de Homo
sapiens; ADNc DKFZp564B222 (del clon DKFZp564B222) ; similar a la proteina 3 de interaccion con
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BCL2/adenovirus E1B de 19 kDa; proteina 1 de unién a AE; y/o polipéptido 1 de la subunidad Vlla de citocromo ¢
oxidasa (musculo).

En otras realizaciones, las UTC pueden caracterizarse, cuando estan en cultivo, por la secreciéon de al menos uno de
MCP-1, IL-6, IL-8, GCP-2, HGF, KGF, FGF, HB-EGF, BDNF, TPO, MIP1b, 1309, MDC RANTES y TIMP1. Ademas,
las UTC pueden caracterizarse, cuando estan en cultivo, por la falta de secrecién de al menos uno de TGF-beta2,
ANG2, PDGFbb, MIP1A y VEGF, segun se detecta mediante ELISA.

En algunas realizaciones, las UTC se obtienen de tejido de cordén umbilical sustancialmente libre de sangre, son
capaces de autorrenovarse y expandirse en cultivo, requieren L-valina para crecimiento, pueden crecer en al menos
aproximadamente 5 % de oxigeno, y comprenden al menos Una de las siguientes caracteristicas: potencial para al
menos aproximadamente 40 duplicaciones en cultivo; union y expansion en un recipiente de cultivo de tejidos
recubierto o no recubierto que comprende un recubrimiento de gelatina, laminina, colageno, poliornitina, vitronectina
o fibronectina; produccién de vimentina y alfa-actina de musculo liso; produccién de CD10, CD13, CD44, CD73 y
CD90; y expresion de un gen, que con respecto a una célula humana que es un fibroblasto, una célula madre
mesenquimatosa o una célula de la médula 6sea de cresta iliaca, se incrementa para un gen que codifica la
interleucina 8 y el reticuldn 1. En algunas realizaciones, tales UTC no producen CD45 y CD117.

En realizaciones preferidas, la célula comprende dos o mas de las caracteristicas de crecimiento, produccion de
marcador/proteina de superficie, expresion génica o de secrecidon de sustancias mencionadas anteriormente. Es
mas preferida una célula que comprende, tres, cuatro, cinco o mas de las caracteristicas. Son alin mas preferentes
es una UTC que comprende seis, siete, u ocho o mas de las caracteristicas. Es aun mas preferente una célula que
comprende todas las caracteristicas anteriores.

Entre las células que se prefieren actualmente para su uso con la invencién en varios de sus aspectos son células
posparto que tienen las caracteristicas descritas anteriormente y, mas particularmente, aquellas en las que las
células tienen cariotipos normales y mantienen cariotipos normales con pases, y, ademas, en las que las células
expresan cada uno de los marcadores CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa, y HLA-A, B, C, en los que las
células producen las proteinas inmunoldgicamente detectables que corresponden a los marcadores enumerados.
Aun mas preferidas son las células que, ademas de las anteriores, no producen proteinas que correspondan a
ninguno de los marcadores CD31, CD34, CD45, CD117, CD141, o HLA-DR, DP, DQ, segun se detecta mediante
citometria de flujo.

En una realizacion, las UTC se aislan del tejido de cordon umbilical humano sustancialmente libre de sangre,
pueden autorrenovarse y expandirse en cultivo, tienen el potencial de diferenciarse, carecen de produccion de CD
117 o CD45, y no expresan hTERT ni telomerasa. Estas UTC expresan opcionalmente receptor 1 de lipoproteina de
baja densidad oxidada, reticulén, ligando 3 de receptor de quimiocina y/o proteina quimiotactica de granulocitos; y/o
no expresan CD31 o CD34; y/o expresan, en relacion con un fibroblasto humano, células madre mesenquimatosas o
células de médula 6sea de cresta iliaca, niveles aumentados de interleucina 8 o reticuldon 1; y/o expresan CD10,
CD13, CD44, CD73 y CD90.

En otra realizacion, las UTC se aislan del tejido de cordon umbilical humano sustancialmente libre de sangre,
pueden autorrenovarse y expandirse en cultivo, tienen el potencial de diferenciarse, expresar CD13 and CD90 y no
expresar CD34 y CD117. Opcionalmente, estas células no expresan hTERT o telomerasa. En aun otra realizacion,
las células también expresan CD10, CD44 y CD43. En una realizacién alternativa, las células tampoco expresan
CD45 y CD31. Estas UTC opcionalmente (i) expresan el receptor de lipoproteina 1 de baja densidad oxidado,
reticuldn, el ligando 3 del receptor de quimiocina y/o la proteina quimiotactica de granulocitos; y/o (ii) expresan, con
respecto a fibroblastos humanos, células madre mesenquimatosas o células de médula ésea de cresta iliaca, niveles
elevados de interleucina 8 o reticulon 1.

En otra realizacion, las UTC se aislan de tejido de cordon umbilical sustancialmente libre de sangre, son capaces de
autorrenovarse y expandirse en cultivo, tienen el potencial de diferenciarse, expresar CD13, CD90 y HLA-ABC, y no
expresan CD34, CD117 y HLA-DR. Opcionalmente, estas células tampoco expresan hTERT ni telomerasa. En una
realizacion, las células también expresan CD10, CD44 y CD43. En una realizacién alternativa, las células tampoco
expresan CD45 y CD31. Estas UTC opcionalmente (i) expresan el receptor de lipoproteina 1 de baja densidad
oxidado, reticuldn, el ligando 3 del receptor de quimiocina y/o la proteina quimiotactica de granulocitos; y/o (ii)
expresan, con respecto a fibroblastos humanos, células madre mesenquimatosas o células de médula 6sea de
cresta iliaca, niveles elevados de interleucina 8 o reticulén 1.

En una realizacion alternativa, las UTC se aislan del tejido de cordén umbilical humano sustancialmente libre de
sangre, pueden autorrenovarse y expandirse en cultivo, tienen el potencial de diferenciarse, y tienen las siguientes
caracteristicas: (1) expresan CD10, CD13, CD44, CD90 y HLA-ABC; (2) no expresan CD31, CD34, CD45, HLA-DR y
CD117, y (3) no expresan hTERT ni telomerasa. En una realizacion alternativa, las UTC se aislan del tejido de
cordén umbilical humano sustancialmente libre de sangre, pueden autorrenovarse y expandirse en cultivo, tienen el
potencial de diferenciarse, y tienen las siguientes caracteristicas: (1) expresan CD10, CD13, CD44, CD90 y HLA-
ABC; (2) no expresan CD31, CD34, CD45, HLA-DR y CD117; (3) no expresa hTERT ni telomerasa; (4) expresan el
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receptor 1 de lipoproteina de baja densidad oxidada, reticuldn, el ligando 3 del receptor de quimiocina y/o la proteina
quimiotactica de granulocitos; y (4) expresan, en relacion con un fibroblasto humano, célula madre mesenquimatosa
o célula de médula 6sea de cresta iliaca, niveles aumentados de interleucina 8 o reticulo 1.

En una realizacion, las hUTC se proporcionan como una poblacion de células, que puede ser homogénea. En
algunas realizaciones, la poblacion de células puede ser heterogénea. Una poblacion de células heterogénea de la
invencion puede comprender al menos aproximadamente el 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 % o el 95 % de UTC de la invencion. Las poblaciones de células heterogéneas de la invencién pueden
comprender ademas citoblastos u otras células progenitoras, tales como mioblastos u otras células progenitoras de
musculo, hemangioblastos o células precursoras de vasos sanguineos; o pueden comprender ademas células de
musculo esquelético completamente diferenciadas, células de musculo liso, pericitos o células endoteliales de vasos
sanguineos. En algunas realizaciones, la poblacion es sustancialmente homogénea, es decir, comprende
sustancialmente solo UTC (preferentemente al menos aproximadamente el 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas UTC). La
poblaciéon de células homogénea de la invencion estd compuesta por células derivadas de cordén umbilical. Las
poblaciones de células derivadas del cordéon umbilical homogéneas estan, preferentemente, libres de células de
linaje materno. La homogeneidad de una poblacion de células puede lograrse por cualquier procedimiento conocido
en la técnica, por ejemplo, por clasificacion de células (por ejemplo, citometria de flujo) o por expansion clénica
segun procedimientos conocidos. Las poblaciones de UTC homogéneas preferidas pueden comprender una linea
celular clonal de células derivadas posparto.

En una realizacion, las hUTC después del cultivo tienen sustancialmente las mismas caracteristicas (por ejemplo,
perfil de marcador y/o perfil de expresidon génica) que las hUTC antes del cultivo. En una realizacién alternativa, las
hUTC después del cultivo tienen las mismas caracteristicas (por ejemplo, perfil de marcador y/o perfil de expresion
génica) que las hUTC antes del cultivo. En una realizacion, las hUTC después del cultivo tienen las mismas
caracteristicas que las hUTC antes de cultivar para al menos CD13, CD34, CD90 y CD117.

lll. Otras células adecuadas

Como se ha tratado anteriormente, en ciertas realizaciones de la invencion, el medio de cultivo y las soluciones de
nutrientes sin suero se pueden usar para cultivar células derivadas de tejido de corddn umbilical humano aisladas
("hUTC" 0 "UTC"). Ademas, el medio de cultivo y las soluciones de nutrientes sin suero se pueden usar para cultivar
otras células dependientes de anclaje.

En una realizacion de la divulgacion, el medio de cultivo y la solucién de nutrientes sin suero se utilizan para cultivar
otras células dependientes de anclaje tales como células derivadas de placenta. Los ejemplos de otras células
dependientes de anclaje incluyen, pero sin limitaciones, células madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea,
progenitores derivados de médula 6sea de células madre mesenquimatosas, células derivadas de tejidos no
medulares, tales como tejido adiposo, tejido muscular, vasos sanguineos, incluyendo células derivadas de las
arterias mamarias internas, células derivadas de la pulpa dental de los dientes. Ademas, se ha demostrado que el
liguido amnidtico es una fuente muy rica de células madre dependientes de anclaje. Otro ejemplo de células
dependientes de anclaje son los fibroblastos, incluidos los fibroblastos de prepucio neonatal.

IV. Procedimientos de cultivo

Otra realizacién de la invencidon son los procedimientos de cultivo de células que comprenden el uso del medio
acondicionado y la solucion de nutrientes sin suero. Los procedimientos pueden utilizar botellas de cultivo rotatorias,
matraces de centrifugacion y/o microvehiculos. En realizaciones preferentes, los procedimientos se usan para
cultivar células dependientes de anclaje, tales como por ejemplo, células hUTC, y requieren microvehiculos.

En particular, el procedimiento comprende cultivar hUTC con el medio acondicionado y la solucién de nutrientes sin
suero de la invencion sin la necesidad de intercambio de suero. Como se ha tratado anteriormente, las UTC se
pueden cultivar diversos medios de cultivo. Los procedimientos de la invencion reducen de forma 6ptima el uso de
suero y aumentan la productividad volumétrica para reducir el coste de fabricacion de las composiciones que
comprenden células dependientes de anclaje. por ejemplo, hUTC. Ademas, el procedimiento permite el crecimiento
de las células (por ejemplo, hUTC) sin intercambio de medio.

Los procedimientos de ejemplo de cultivo de células en botellas de cultivo rotatorias y microvehiculos se describen
en las solicitudes de publicacion de Estados Unidos n.° 2007/0141700 y 2008/0166328. Ejemplos de botellas de
cultivo rotatorias adecuadas, matraces de centrifugacién, microvehiculos, caracteristicas de los mismos y
parametros de cultivo adecuados se analizan a continuacion.

A. Botellas de cultivo rotatorias

Los sistemas de cultivo en botella rotatoria son conocidos en la técnica del cultivo celular. Como se usa en el
presente documento, los sistemas de cultivo en botella rotatoria comprenden al menos una linea celular de interés,
medio de crecimiento, botellas de cultivo rotatorias, un aparato para hacer girar las botellas y medios para cosechar

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2667573 T3

las células.

Los sistemas de cultivo en botella de cultivo rotatoria tipicamente comprenden ademas medios para controlar la
temperatura durante la incubacién, asi como medios para manipular asépticamente los cultivos, por ejemplo, durante
la siembra inicial de las botellas con células, o durante las transferencias posteriores. La cosecha de las células
puede lograrse mediante tratamiento enzimatico, tal como con tripsina, tripsina-EDTA, dispasa y colagenasa u otras
enzimas o combinaciones de enzimas con o sin otros componentes. Se pueden utilizar otros productos comerciales,
tales como, pero sin limitacion, TrypLE™ Express (Gibco, Inc.). Las células también se pueden cosechar mediante
operaciones manuales que incluyen, por ejemplo, centrifugacion discontinua, o la cosecha puede automatizarse.

En una realizacién, las botellas se llenan con aproximadamente 100-300 ml de medio de crecimiento, en otras
realizaciones se usan aproximadamente 100-200 ml. En una realizacion alternativa, se introducen aproximadamente
100-120 ml, o incluso 105-115 ml en las botellas. En otras realizaciones, las botellas se llenan con aproximadamente
112 ml de medio de crecimiento para lograr duplicaciones de poblacidon maximas. En una realizacion, las botellas se
siembran con aproximadamente 2.500 a aproximadamente 10.000 células/cm.? En una realizacion, se usa el
extremo inferior de ese intervalo, por ejemplo, la siembra es con menos de aproximadamente 3.000 células por
centimetro cuadrado. Las botellas de siembra se rotan durante la union y el crecimiento. La velocidad de rotacion
puede ajustarse entre aproximadamente 0,5 a 1 rpm. Preferentemente, la rotacion esta entre aproximadamente 0,75
y 1 rpm. Mas preferentemente, las botellas giran a aproximadamente 0,8 a 1 rpm.

En otra realizacién, las botellas de cultivo rotatorias se llenan con aproximadamente 100-300 ml de medio de
crecimiento, preferentemente se usan aproximadamente 300 ml. Las botellas se siembran con aproximadamente
2.500 a aproximadamente 10.000 células por centimetro cuadrado. En una realizacién, se usa el extremo inferior de
ese intervalo, por ejemplo, la siembra es con menos de aproximadamente 3.000 células por centimetro cuadrado.
Todavia mas preferentes son las realizaciones en las que la siembra es de aproximadamente 2500 células/cm?. Las
botellas sembradas se rotan durante la unién y el crecimiento. La velocidad de rotacion se ajusta entre
aproximadamente 0,5 a 1 rpm. Preferentemente, la rotacion esta entre aproximadamente 0,75 y 1 rpm. Mas
preferentemente, las botellas giran a aproximadamente 0,8 a 1 rpm. Actualmente se prefiere la rotacion proxima a
0,9 -1,0 rpm, como se muestra en la figura.

Las botellas de cultivo rotatorias llenas y sembradas se rotan y se incuban durante aproximadamente 5 a 7 dias para
lograr duplicaciones maximas. Actualmente, se prefiere un tiempo de incubacién de aproximadamente 5,5 a
aproximadamente 6,5 dias.

Las botellas de cultivo rotatorias pueden estar recubiertas con un agente que ayuda a la union de las células a la
superficie interna de las botellas rotatorias, tales como gelatina, moléculas de matriz extracelular (tal como gelatina,
laminina, vitronectina, fibronectina, colageno tipos I, 1V, y VI), o similares. Un ejemplo de tales botellas revestidas
disponibles comercialmente son aquellas recubiertas con CellBind (disponibles en Corning como numero de
catalogo 3907). Se prevé que se encontraran diversos agentes de revestimiento aceptables para la unién y el
crecimiento de las células de acuerdo con los procedimientos proporcionados en el presente documento.

B. Matraces de centrifugacion

Los sistemas de cultivo en matraz de centrifugacion son conocidos en la técnica del cultivo celular. Como se usa en
el presente documento, los sistemas de cultivo en matraz de centrifugacion comprenden al menos una linea celular
de interés, medio de crecimiento, uno o mas matraces de centrifugacién, un medio para hacer girar uno o mas
matraces y un medio para cosechar las células.

Los sistemas de cultivo en matraz de centrifugacion tipicamente comprenden ademas medios para controlar la
temperatura durante la incubacion, asi como medios para manipular asépticamente los cultivos, por ejemplo, durante
la siembra inicial de los matraces con células, o durante las transferencias posteriores. La cosecha de las células
puede lograrse mediante tratamiento enzimatico, tal como con tripsina, tripsina-EDTA, dispasa y colagenasa u otras
enzimas o combinaciones de enzimas con o sin otros componentes. Se pueden utilizar otros productos comerciales,
tales como, pero sin limitaciéon, TrypLE™ Express (Gibco, Inc.). Las células también se pueden cosechar mediante
operaciones manuales que incluyen, por ejemplo, centrifugacion discontinua, o la cosecha puede automatizarse.

En una realizacion, la velocidad de rotacion se ajusta a entre aproximadamente 35 y aproximadamente 65 rpm,
como alternativa, entre aproximadamente 35 y 45 rpm, como alternativa entre aproximadamente 40 y
aproximadamente 50 rpm, como alternativa entre aproximadamente 45 rpm y aproximadamente 55 rpm, como
alternativa entre aproximadamente 55 a aproximadamente 65 rpm, como alternativa de aproximadamente 50 a
aproximadamente 60 rpm. En realizaciones preferentes, se mantiene una velocidad de rotacion de
aproximadamente 40 rpm o 60 rpm.

En una realizacién, se usan matraces de centrifugacion de 3 | que pueden llenarse con aproximadamente 3 | de

medio de crecimiento, FBS, solucidon de nutrientes sin suero, microvehiculos y células. En dicha realizacion, la
velocidad de rotacién puede establecerse entre aproximadamente 35 y 45 rpm. Preferentemente, la rotacion es de
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aproximadamente 40 rpm.

En otra realizacion, se usan matraces de 125 ml. Estos matraces pueden llenarse con aproximadamente 100 ml de
una solucién que comprende el medio de crecimiento, FBS, soluciéon de nutrientes sin suero, microvehiculos y
células. En esa realizacion, los matraces contienen aproximadamente 85 ml a 115 ml de medio de crecimiento, FBS,
solucion de nutrientes sin suero, microvehiculos y células. En dicha realizacién, la velocidad de rotaciéon puede
establecerse entre aproximadamente 55 y 65 rpm. Preferentemente, la rotacion es de aproximadamente 50 rpm.

En aun otra realizacion, se usan matraces de centrifugacion de 500 ml. Estos matraces pueden llenarse con
aproximadamente 500 ml de una solucién que comprende el medio de crecimiento, FBS, soluciéon de nutrientes sin
suero, microvehiculos y células. En esa realizacion, los matraces contienen aproximadamente 450 ml a 500 ml de
medio de crecimiento, FBS, solucidon de nutrientes sin suero, microvehiculos y células. En dicha realizacion, la
velocidad de rotacién puede establecerse entre aproximadamente 55 y 65 rpm. Preferentemente, la rotacion es de
aproximadamente 50 rpm.

En una realizacion alternativa, se usan matraces de centrifugacion de 500 ml. Estos matraces pueden llenarse con
aproximadamente 500 ml de una solucién que comprende el medio de crecimiento, FBS, soluciéon de nutrientes sin
suero, microvehiculos y células. En esa realizacion, los matraces contienen aproximadamente 450 ml a 500 ml de
medio de crecimiento, FBS, solucidon de nutrientes sin suero, microvehiculos y células. En dicha realizacion, la
velocidad de rotacién puede establecerse entre aproximadamente 35 y 45 rpm. Preferentemente, la rotacion es de
aproximadamente 40 rpm.

Los matraces pueden sembrarse con aproximadamente 2.500 a aproximadamente 10.000 células/cm?. Las células
pueden sembrarse directamente en el matraz, en la superficie del matraz o en el microvehiculo colocado dentro del
matraz. En realizaciones preferentes, la siembra se realiza con aproximadamente 3.000 a aproximadamente 7.500,
como alternativa con aproximadamente 3.000 a aproximadamente 7.000, como alternativa con aproximadamente
4.000 a aproximadamente 7.000, como alternativa con aproximadamente 3.000 a aproximadamente 5.000, como
alternativa con aproximadamente 5.000 a aproximadamente 7.000, como alternativa con de aproximadamente 3.500
a aproximadamente 5.000, como alternativa de aproximadamente 4.500 a aproximadamente 7.500, como alternativa
de aproximadamente 3.500 a aproximadamente 5.500 células/cm?. Los matraces se rotan durante la union y el
crecimiento. En una realizacion, para maximizar la tasa de duplicacién de la poblacién, los matraces llenos y
sembrados se rotan y se incuban durante aproximadamente 5 a 7 dias, prefiriéndose un tiempo de incubacion de
aproximadamente 5 a aproximadamente 6 dias.

C. Microvehiculos

El cultivo de microvehiculos es una técnica que hace posible el cultivo practico de alto rendimiento de células
dependientes de anclaje, por ejemplo, células posparto dependientes del anclaje. Los microvehiculos se han
desarrollado especificamente para el cultivo de células, tales como células posparto de mamiferos, en volimenes de
cultivo que varian desde algunos mililitros hasta mas de mil litros. El microvehiculo es bioldgicamente inerte y
proporciona un sustrato fuerte pero no rigido para cultivos de microvehiculos agitados. Los microvehiculos pueden
ser transparentes, permitiendo el examen microscopico de las células fijadas. Cytodex® 3 (GE Healthcare Life
Sciences, Piscataway N.J.) consiste en una capa fina de colageno desnaturalizado quimicamente acoplada a una
matriz de dextrano reticulado. La capa de colageno desnaturalizado en Cytodex® 3 es susceptible a la digestion por
diversas proteasas, incluidas tripsina y colagenasa, y proporciona la capacidad de eliminar células de los
microvehiculos mientras se mantiene la maxima viabilidad, funcion e integridad de las células.

Se pueden usar microvehiculos libres de proteinas para cultivar las células. Por ejemplo, perlas microvehiculos para
su uso en la fabricacidon y su uso en laboratorio o investigacion comercializado con el nombre comercial HILLEX®
(SoloHill Engineering, Inc., Ann Arbor, MI) son perlas de poliestireno modificadas con trimetilamonio catiénico unidas
a la superficie para proporcionar una superficie con carga positiva al microvehiculo. El diametro de la perla puede
variar de aproximadamente 90 a aproximadamente 200 um de diametro.

Los procedimientos de cultivo celular basados en microvehiculos proporcionan muchas ventajas, incluida la facilidad
de procesamiento aguas abajo en muchas aplicaciones. Los microvehiculos son tipicamente de forma
aproximadamente esférica y pueden ser porosos o solidos. El uso de microvehiculos para la unién de células facilita
el uso de tanques agitados y reactores relacionados para el crecimiento de células dependientes de anclaje. Las
células se unen a las microparticulas facilmente suspendidas. El requisito de suspensibilidad limita los parametros
fisicos de los microvehiculos. Por lo tanto, los microvehiculos habitualmente tienen un diametro medio en el
intermedio de 50-2000 pm. En algunas aplicaciones, los microvehiculos de tipo soélido oscilan entre
aproximadamente 100 y aproximadamente 250 uym, mientras que las perlas microvehiculo de tipo poroso varian de
aproximadamente 250 a aproximadamente 2.500 um. Estos intervalos de tamaifo permiten la seleccion de
microvehiculos, que son lo suficientemente grandes para acomodar muchas células dependientes de anclaje,
mientras que son lo suficientemente pequefios como para formar suspensiones con propiedades adecuadas para su
uso en reactores agitados.
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Entre los factores considerados en el uso de perlas microvehiculo y similares se encuentran: eficacia de union,
inmunogenicidad, biocompatibilidad, capacidad de biodegradar, tiempo para alcanzar la confluencia, los parametros
de crecimiento de las células adheridas, incluida la densidad maxima alcanzable por unidad de area de superficie,
técnicas de desprendimiento cuando sea necesario y la eficiencia del desprendimiento, la escalabilidad de las
condiciones de cultivo, asi como la homogeneidad del cultivo en condiciones de escala, la capacidad de aumentar
con éxito los procedimientos de desprendimiento y si las perlas se usaran para la implantacion. Estas
consideraciones pueden verse influidas por las propiedades superficiales de las perlas microvehiculo, asi como por
las propiedades de porosidad, diametro, densidad y manipulacién del microvehiculo.

Por ejemplo, la densidad de las particulas o perlas de microvehiculo es una consideracién. La densidad excesiva
puede hacer que las particulas o perlas microvehiculo sedimenten de la suspension o tiendan a permanecer
completamente hacia el fondo del recipiente de cultivo, y, por lo tanto, pueden producir una mezcla pobre de las
células, medio de cultivo y fases gaseosas en el reactor. Por otro lado, una densidad demasiado baja puede
provocar una flotacion excesiva del microvehiculo. Una densidad de 1,02 a 1,15 g/cm? es tipica de muchas perlas
microvehiculo.

El pequefio diametro de las particulas microvehiculo y el volumen de particulas que se pueden agregar a un reactor
permite que los microvehiculos contribuyan con un area superficial sustancial en gran exceso a la encontrada en las
botellas de cultivo rotatoria u otros procedimientos de cultivo de células dependientes de anclaje, por ejemplo en
placas. Los microvehiculos porosos proporcionan un area de superficie mas grande por unidad de volumen o peso.
Estos microvehiculos porosos poseen grandes cavidades que estan disponibles para el crecimiento de células
dependientes de anclaje. Estas cavidades aumentan en gran medida el area de la superficie y pueden proteger a las
células de los efectos mecanicos perjudiciales, como el esfuerzo cortante, por ejemplo, por mezcla o por burbujeo de
gas.

La superficie del microvehiculo puede estar texturizada para mejorar la unién y la proliferacion de las células. La
textura de la superficie del microvehiculo se puede lograr mediante técnicas que incluyen, pero no se limitan a,
moldeo, colado, lixiviacion y grabado. La resolucion de las caracteristicas de la superficie texturizada puede ser a
nanoescala. La superficie texturizada puede usarse para inducir una alineacién celular especifica en la superficie del
microvehiculo. La superficie de los poros dentro de los microvehiculos porosos también se puede texturizar para
mejorar la unién y la proliferacion de las células. La textura de la superficie del poro se puede lograr mediante
técnicas, tales como, pero no se limitan a, moldeo, colado, lixiviaciéon y grabado.

La superficie del microvehiculo puede estar recubierta con plasma para impartir una carga especifica a las
superficies del microvehiculo. Estas cargas pueden mejorar la adhesion y la proliferacion celular.

En otras realizaciones, los microvehiculos comprenden, o estan recubiertos con, polimeros termorreactivos por
ejemplo, poli-N-isopropilacrilamida, o tiene propiedades electromecanicas. Los microvehiculos también pueden
poseer una microcorriente, tal como microvehiculos con un par galvanico particulado de cinc y cobre que produce
bajos niveles de electricidad bioldgicamente relevante. Los microvehiculos pueden ser paramagnéticos, tales como
microvehiculos paramagnéticos de calcio y alginato.

Ambos tipos porosos y solidos de vehiculos de microparticulas estan disponibles comercialmente. Los ejemplos de
microvehiculos solidos disponibles comercialmente incluyen Cytodex® 1 y Cytodex® 3, que son microvehiculos a
base de dextrano de GE Healthcare Life Sciences. Los microvehiculos porosos adecuados disponibles
comercialmente incluyen Cytoline™ y Cytopore™ de GE Healthcare Life Sciences, Biosilon (NUNC) y Cultispher®
(Percell Biolytica).

En ciertas realizaciones, los procedimientos y kits de la invencion utilizan un microvehiculo de perlas de dextrano
que tiene un tamafio de particula aproximado de aproximadamente 60-90 um y una densidad de aproximadamente
1,03 g/lcm?® a 25 °C. En otras realizaciones, los procedimientos y kits de la invencion utilizan un microvehiculo de
perlas de dextrano que tiene un tamafio de particula aproximado de aproximadamente 114-198 ym y una densidad
de aproximadamente 1,04 g/cm?® a 25 °C. En aln otra realizacién, los procedimientos y kits de la invencion utilizan
un microvehiculo de perlas de dextrano que tiene un tamafo de particula aproximado de aproximadamente 60-87
um y una densidad de aproximadamente 1,04 g/cm?® a 25 °C. En una realizacion alternativa, los procedimientos y kits
de la invencién utilizan microvehiculos porosos. Estos microvehiculos porosos pueden tener un diametro de particula
de aproximadamente 200-280 um, un area superficial efectiva de aproximadamente 1,1 m?/g seco y una abertura
promedio de diametro de poro de aproximadamente 30 um. En ofras realizaciones, los procedimientos y kits de la
invencién utilizan microvehiculos que tienen una superficie tratada con amina. En realizaciones preferentes, los
microvehiculos que tienen una superficie tratada con amina tienen un tamafio de particula de aproximadamente 160-
200 pm, un intervalo de densidad relativa de aproximadamente 1.090-1.150, un area superficial de
aproximadamente 515 cm?/g. Dichos microvehiculos pueden proporcionarse en soluciones que contienen 5,5 x 10°
microvehiculos/g.

Las particulas de vehiculo también pueden contener un agente bioactivo. La particula de vehiculo también puede
contener un agente o factor bioactivo que puede regular el crecimiento o la funcién de las células o el medio tisular.
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Los factores adecuados incluyen, pero no se limitan a, factores de crecimiento de fibroblastos, eritropoyetina,
factores de crecimiento de células endoteliales vasculares, factores de crecimiento derivados de plaquetas,
proteinas morfogénicas 6seas, factores de crecimiento transformantes, factores de necrosis tumoral, factores de
crecimiento epidérmico y factores de crecimiento similares a la insulina. Se pueden usar factores completos,
miméticos o fragmentos activos de los mismos.

D. Procedimientos

Generalmente, los procedimientos de la invencion comprenden cultivar (por ejemplo, expandir) células en un medio
de cultivo de la invencién, que se ha suplementado con suero (por ejemplo, FBS). Después de que las células hayan
crecido hasta una densidad deseada (tal como, por ejemplo, durante un periodo de aproximadamente 3-4 dias), se
agrega la solucion de nutrientes sin suero. Las células pueden ser células dependientes de anclaje, que pueden
sembrarse en un microvehiculo. El cultivo se puede llevar a cabo en una botella de cultivo rotatorio o en un sistema
de cultivo en matraz de centrifugacion. Preferentemente, cuando las células dependientes de anclaje se siembran en
un microvehiculo, se usa un sistema de cultivo de matraz de centrifugacion. El periodo de tiempo deseado esta
determinado por parametros tales como, por ejemplo, densidad de poblacion deseada, duplicacion o duplicaciones
de la poblacion deseadas o tiempo. En ciertas realizaciones, las células se cultivan durante de 4 a 7 dias con el
medio nutriente sin suero afadido aproximadamente al tercer dia. En otras realizaciones, las células se cultivan
durante 1-2 o duplicaciones de poblacién o hasta que se alcanza una densidad de poblacién inicial deseada antes
de agregar la soluciéon de nutrientes sin suero. Como se ha tratado anteriormente, los procedimientos permiten el
crecimiento de las células (por ejemplo, hUTC) sin intercambio de medio.

1. Procedimientos de cultivo de células aisladas dependientes de anclaje

Una realizacion de la invencion es un procedimiento para cultivar (por ejemplo, expandir) células dependientes de
anclaje de acuerdo con las reivindicaciones. El procedimiento comprende cultivar células aisladas dependientes de
anclaje sembradas en la superficie del matraz tisular o, preferentemente, microvehiculo en un medio de cultivo, que
se ha suplementado con suero, y agregar una solucioén de nutrientes sin suero después de que las células hayan
crecido durante un periodo de tiempo suficiente para permitir una densidad de poblacion inicial deseada. En una
realizacion, las células se cultivan entre aproximadamente 3 y aproximadamente 7 dias, como alternativa entre
aproximadamente 3 y aproximadamente 5 dias, como alternativa entre aproximadamente 4 dias y aproximadamente
5 dias, antes de la adicion de la solucion de nutrientes sin suero. En una realizacion, las células se cultivan
aproximadamente 3 dias antes de la adicion de la solucion de nutrientes sin suero. En otra realizacion, las células se
cultivan para permitir al menos una o dos duplicaciones de poblacién antes de la adicién a la soluciéon de nutrientes
sin suero. En una realizacion preferente, las células se siembran en cualquiera de los microvehiculos descritos en el
presente documento y se cultivan en matraces de centrifugacion en las condiciones descritas anteriormente. En una
realizacion, el procedimiento comprende descongelar un vial de banco de células que contiene estas células y la
expansion de las células para inocular un recipiente de produccion. Otra realizacion comprende la etapa de aislar
primero las células y luego sembrar las células aisladas.

Como se ha tratado, el medio, incluido el medio utilizado en estos procedimientos, se puede suplementar con
aproximadamente 2 % a aproximadamente 20 % de suero (por ejemplo, FBS). En una realizacion, el medio se
suplementa con suero (tal como, por ejemplo, FBS) durante la preparacion del medio. En otra realizacion, el medio
se suplementa inmediatamente antes de usar (tal como, por ejemplo, mediante la adicion de una solucion que
comprende suero (por ejemplo, FBS)). En otra realizacion, el medio de cultivo se suplementa preferentemente con
aproximadamente 2 a 15 % (v/v) de FBS, como alternativa de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 %, como
alternativa de aproximadamente 3 a aproximadamente 12 %, como alternativa de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 %, como alternativa de aproximadamente 4 % a aproximadamente 10 %. En las realizaciones
seleccionadas, el medio de cultivo se suplementa con aproximadamente 7,5 %, aproximadamente 10 % o
aproximadamente 15 % de FBS.

En ofra realizacién, el procedimiento también abarca sembrar las células dependientes de anclaje. Aunque la
densidad de siembra objetivo puede variar, en ciertas realizaciones, de aproximadamente 5.000 a aproximadamente
8.000, como alternativa de aproximadamente 5.500 a aproximadamente 7.500, como alternativa de
aproximadamente 6.000 a aproximadamente 8.000, como alternativa de aproximadamente 6.500 a
aproximadamente 7.500 células viables/cm? se siembran a una concentracion de microvehiculos de
aproximadamente 12 a aproximadamente 30, como alternativa de aproximadamente 12 a 20, como alternativa de
aproximadamente 18 a aproximadamente 25, como alternativa de aproximadamente 15 a aproximadamente 23 g/l.

2. Procedimientos de cultivo de células derivadas de tejido de cordon umbilical aisladas

Una realizacion de la invencién es un procedimiento para cultivar células derivadas de cordén umbilical de acuerdo
con las reivindicaciones. Si bien este procedimiento generalmente comprende las etapas del procedimiento de
cultivo de células dependientes de anclaje aisladas tratadas anteriormente, puede haber algunas variaciones. De
acuerdo con esto, una realizacidon de la invencion es un procedimiento de cultivo de hUTC dependiente de anclaje
aislada unida a microvehiculos a alta densidad celular en cultivo en suspension en matraces de centrifugacion
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enriqueciendo el medio de crecimiento con una solucién de nutrientes sin suero. Este procedimiento elimina de
forma 6ptima la necesidad de intercambio de medio (por ejemplo, el dia 3) para cultivar de forma consistente células
> 20.000 células/cm?. Ademas, este procedimiento mejora la solidez de los pases de hUTC. Este procedimiento
utiliza los medios de cultivo y las soluciones de nutrientes sin suero.

El procedimiento comprende cultivar hUTC aisladas sembradas en un microvehiculo en un medio de cultivo
suplementado con suero (por ejemplo, FBS) durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que las células
alcancen una densidad de poblacién inicial deseada. En ciertas realizaciones, se usan las realizaciones de medio de
cultivo A, B o C. En ciertas realizaciones, las células se cultivan en una botella de cultivo rotatoria y el cultivo se lleva
a cabo en un sistema de botella de cultivo rotatoria. En una realizacion preferente, las células se siembran en
microvehiculos, se cultivan en matraces de centrifugacion y el cultivo se lleva a cabo en el sistema de matraces de
centrifugacion. En una realizacion, las células se incuban a aproximadamente 37 °C en una atmosfera de 10 % de
CO..

En oftra realizacion, los matraces se hacen girar a una velocidad de aproximadamente 55 a aproximadamente 65
rom, como alternativa de aproximadamente 55 rpm a aproximadamente 60 rpm, como alternativa de
aproximadamente 58 rpm a aproximadamente 61 rpm. En otra realizacion, los matraces se hacen girar a una
velocidad de aproximadamente 55 rpm a aproximadamente 45 rpm, como alternativa de aproximadamente 38 rpm a
aproximadamente 42 rpm, como alternativa de aproximadamente 40 rpm a aproximadamente 43 rpm, como
alternativa de aproximadamente 36 rpm a aproximadamente 45 rpm. En ofra realizacién, la densidad de
microvehiculos en el medio es de aproximadamente 11,0 a aproximadamente 13,0 g/l.

En una realizacion, las hUTC se cultivan a aproximadamente 37 °C en una atmésfera de 10% de CO; en un matraz
de 125 ml, que se hace girar a un intervalo de rpm de aproximadamente 55 rpm a aproximadamente 65 rpm
(preferentemente aproximadamente 60 rpm). En aun otra realizacion, las hUTC se cultivan a aproximadamente 37
°C en una atmosfera de 10% de CO; en un matraz de 500 ml, que se hace girar a un intervalo de rpm de
aproximadamente 55 rpm a aproximadamente 65 rpm (preferentemente aproximadamente 60 rpm). En oftra
realizacion, las hUTC se cultivan a aproximadamente 37 °C en una atmésfera de 10% de CO2 en un matraz de 500
ml, que se hace girar a un intervalo de rpm de aproximadamente 35 rpm a aproximadamente 45 rpm
(preferentemente aproximadamente 40 rpm). En otra realizacion, las hUTC se cultivan a aproximadamente 37 °C en
una atmésfera de 10% de CO- en un matraz de 3 |, que se hace girar a un intervalo de rpm de aproximadamente 35
rpm a aproximadamente 45 rpm (preferentemente aproximadamente 40 rpm). En estas realizaciones, los matraces
pueden contener de aproximadamente 11,0 a aproximadamente 13,0 g/l de microvehiculo en el medio
(preferentemente aproximadamente 12 g/l).

Para maximizar la densidad de duplicacion de la poblacion, los matraces o botellas de cultivo rotatorias llenos y
sembrados contienen hUTC se rotan y se incuban durante al menos aproximadamente 5 a 7 dias, prefiriéndose un
tiempo de incubacién de aproximadamente 5 a aproximadamente 6 dias. Aproximadamente a mitad de la incubacion
(es decir, después de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 3,5 dias (preferentemente 3 dias)) o cuando las
células han alcanzado la densidad celular inicial deseada, la solucion de nutrientes sin suero se agrega al cultivo de
hUTC. En ciertas realizaciones, se usan soluciones de nutrientes sin suero de las realizaciones A, B o C.

En una realizacion preferente, las células se cultivan durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que las
células alcancen una densidad de poblacion inicial deseada antes de la adicién de la solucién de nutrientes sin
suero.

Por tanto, en una realizacién, el procedimiento comprende cultivar células derivadas de tejido de corddn umbilical
sembradas en microvehiculos en un medio de cultivo durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que las
células alcancen una densidad de poblacién inicial deseada; afadir una solucién de nutrientes sin suero después de
que las células hayan alcanzado la densidad de poblacion inicial deseada; y cultivar las células durante un periodo
de tiempo suficiente para permitir que las células alcancen una densidad de poblacién final deseada.

En otra realizacion, se usan la realizacion A del medio de cultivo y la realizaciéon de solucion de nutrientes sin suero
A. En otra realizacién, se usan la realizacion B del medio de cultivo y la realizacion de solucién de nutrientes sin
suero B. En una realizacién, se usan la realizacion C del medio de cultivo y la realizacién de soluciéon de nutrientes
sin suero C.

En una realizacion, el procedimiento comprende sembrar microvehiculos con hUTC antes del cultivo. Los
microvehiculos pueden ser cualquiera de los microvehiculos mencionados anteriormente. En ciertas realizaciones,
los microvehiculos tienen una superficie tratada con amina. En realizaciones preferentes, los microvehiculos que
tienen una superficie tratada con amina tienen un tamafio de particula de aproximadamente 160-200 um, un
intervalo de densidad relativa de aproximadamente 1.090-1.150, un area superficial de aproximadamente 515 cm?/g.
En una realizacion, el microvehiculo es Hillex® Il Ultra.

Aunque la densidad de siembra objetivo puede variar, en ciertas realizaciones, de aproximadamente 5.000 a
aproximadamente 8.000, como alternativa de aproximadamente 5.500 a aproximadamente 7.500, como alternativa
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de aproximadamente 6.000 a aproximadamente 8.000, como alternativa de aproximadamente 6.500 a
aproximadamente 7.500 células viables/cm? se siembran a una concentracion de microvehiculos de
aproximadamente 15 a aproximadamente 30, como alternativa de aproximadamente 18 a aproximadamente 25,
como alternativa de aproximadamente 15 a aproximadamente 23 g/l. Las células sembradas se afiaden a un matraz.
Como alternativa, la siembra se lleva a cabo en un matraz. En una realizacion, la siembra comprende descongelar
hTUC crioconservadas. En wuna realizacion, el procedimiento comprende ademas descongelar hTUC
crioconservadas y la expansion de las células antes de sembrar el microvehiculo. una realizacion, la expansion de
las células se lleva a cabo en un microvehiculo.

En una realizacion, los medios de cultivo usados en el procedimiento para cultivar hUTC se suplementan con
aproximadamente 2 % a aproximadamente 20 % de suero (por ejemplo, FBS). En una realizacion, el medio se
suplementa con suero (tal como, por ejemplo, FBS) durante la preparacion del medio. En otra realizacion, el medio
se suplementa inmediatamente antes de usar (tal como, por ejemplo, mediante la adicion de una solucion que
comprende suero (por ejemplo, FBS)). En una realizacion, el medio de cultivo se suplementa, preferentemente, con
aproximadamente 2 a 15 % (v/v) de FBS, como alternativa de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 %, como
alternativa de aproximadamente 3 a aproximadamente 12 %, como alternativa de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 %, como alternativa de aproximadamente 4 % a aproximadamente 10 %, como alternativa de
aproximadamente 8 % a aproximadamente 15 %, como alternativa de aproximadamente 10 % a aproximadamente
15 %. En las realizaciones seleccionadas, el medio de cultivo se suplementa con aproximadamente 7,5 %,
aproximadamente 10 % o aproximadamente 15 % de FBS.

3. Otras caracteristicas de los procedimientos de la invencion

Las variables independientes en los procedimientos de la invenciéon que pueden usarse para maximizar el nimero
de duplicaciones de poblacion alcanzables en cultivos en matraces de centrifugacion o en botella de cultivo rotatorio
sin necesidad de intercambio de medio son la velocidad de rotacion, la densidad de siembra de las células en las
botellas, la cantidad de microvehiculos, el tiempo de incubacion, el tipo de medio de cultivo, el tipo de solucion de
nutrientes sin suero y el volumen de medio colocado en la botella. El experto en la materia apreciara que otros
valores fuera de los intervalos probados podrian probarse rutinariamente usando la misma metodologia y estos
valores pueden ofrecer aumentos incrementales en el nimero de duplicaciones de la poblacién. La respuesta
maxima de la variable dependiente, aqui se mide el nimero de duplicaciones de poblacién alcanzadas como una
funcién de estos parametros y las realizaciones no especificamente ilustradas como ejemplo en el presente
documento se contemplan como parte de esta divulgacion.

Las células cultivadas de acuerdo con los procedimientos proporcionados (tales como por ejemplo, hUTC) se
caracterizan por tener sustancialmente el mismo perfil marcador de superficie celular o perfil de expresidon génica
que las células de partida. En una realizacién, las células cultivadas de acuerdo con los procedimientos
proporcionados se caracterizan por tener sustancialmente el mismo perfil marcador de superficie celular o perfil de
expresion génica que las células de partida. Para muchas aplicaciones de terapias basadas en células, es
importante que las caracteristicas celulares no cambien cuando se amplian las condiciones de cultivo para aumentar
las cantidades. Por ejemplo, la morfologia, los marcadores de superficie celular y la expresion de genes
caracteristicos que ayudan a distinguir o denotar la célula terapéutica deben permanecer sustancialmente sin
cambios si no idénticos. Las células proporcionadas de acuerdo con la invencion y los procedimientos ensefiados en
ellas estan sustancialmente sin cambios, o preferentemente idénticas en cuanto a caracteristicas como las de las
mismas células cultivadas en las mismas condiciones y escalas de laboratorio.

V. Kits que comprenden el medio de cultivo y la soluciéon de nutrientes sin suero

Otra realizacion de la divulgacion es un kit para cultivar células, que comprende los medios de cultivo y la solucion
de nutrientes sin suero. En una realizacion, el kit comprende ademas las células. En una realizacién preferente, el kit
comprende células derivadas de tejido de cordén umbilical humano. El kit puede también comprender instrucciones
de uso. Opcionalmente, el kit comprende ademas microvehiculos y suero, tales como suero bovino fetal. En una
realizacién alternativa, el kit también puede comprender un sistema de botella de cultivo rotatoria.

Sin mas descripcion, se cree que un experto en la materia puede, usando la descripcidon precedente y los siguientes
ejemplos ilustrativos, hacer y utilizar la presente invencién y poner en practica los procedimientos reivindicados. Por
lo tanto, los siguientes ejemplos de trabajo sefialan especificamente las realizaciones preferentes de la presente
invencion y no deben interpretarse como limitantes de ninguna manera del resto de la divulgacion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Crecimiento y cosecha de hUTC en microvehiculos en matraces de centrifugacion con medios enriquecidos

En este ejemplo, se investigo el crecimiento y la cosecha de hUTC en microvehiculos en matraces de centrifugacion
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con diversos medios enriquecidos. Para los estudios en este ejemplo, las células derivadas de tejido de corddn
umbilical se expandieron a partir de un indéculo y, después, se cultivaron en diversas condiciones diferentes de
crecimiento (Condiciones 1-9), cada una de las cuales emple6 diferentes medios de cultivo como se describe a
continuacion.

Los microvehiculos utilizados en los estudios fueron Hillex® Ultra (Solohill Engineering, Ann Arbor, MI), que tienen
una superficie de 515 cm?/g.

Como se usa en este ejemplo, el término "pase" se define como la inoculacién de un recipiente que contiene
microvehiculos frescos con microvehiculos confluentes de un recipiente separado. Ademas, como se usa en este
ejemplo, la expresion "duplicacion de la poblacion" se define como el nimero de veces que la poblacion de células
se ha duplicado en un tiempo determinado y se calcula de la siguiente manera.

Duplicacion de la poblacién en el pase actual
=(In(n.® de células viables al final del pase)-In(n.° de células viables al principio del pase))
Ln(2)

Procedimiento para el recuento de células

El recuento celular requerido por las diversas condiciones se llevé a cabo mediante el siguiente procedimiento. Se
tomd asépticamente una muestra de 10 ml del cultivo y se transfirié a un tubo cénico de 15 ml. A continuacion, la
muestra se centrifugd a 1600 RPM durante 5 minutos. El sobrenadante se eliminé cuidadosamente asegurandose
de no eliminar ningun microvehiculo. Después se afadieron de 5 a 10 ml de TrypLE™ Select (Gibco®) precalentado
a 37 °C a los microvehiculos y se agitaron en un rotador durante de 15 a 30 minutos. El contenido del tubo de
centrifuga se transfirid luego a un tubo coénico de 50 ml a través de un filiro de 40 ym para eliminar los
microvehiculos y solo permitir el paso de las células desprendidas. Se realizaron dos lavados con 1 x PBS a través
del filtro. A continuacion, el tubo conico de 50 ml se centrifugd a 1600 RPM durante 5 minutos. El sobrenadante se
eliminé cuidadosamente sin alterar la plataforma celular hasta que se dejaron aproximadamente 1 a 2 ml de
sobrenadante en el tubo. Este volumen sobrante se midi6 usando una pipeta y la célula se resuspendi6é en este
volumen. La suspensioén celular resultante se conté utilizando el equipo de recuento de células CEDEX (Innovatis)
que usa el procedimiento de exclusiéon con azul tripan. En base al recuento de células CEDEX, la concentracion
celular en el recipiente de cultivo se calcul6 de la siguiente manera:

células

Concentracion celular en el recipiente de cultivo,
mi células

Volumen de resuspensién, mi X recuento celular CEDEX - ml

Volumen de la muestra, ml :

células
Densidad celular en el recipiente de cultivo ;

cm2
células

l: Concentracion celular en el recipiente de cultivo, - I Volumen de cultive _ ml )

cm2
(peso del microvehiculo en el recipiente de cuitivo,g) % (drea de superficie por gramo de microvehiculo, , —}
" [

Procedimiento de cultivo celular

Los viales de hUTC congelados se descongelaron y se lavaron con medio nuevo. La suspension celular se transfirié
a un matraz de centrifugacion de vidrio de 125 ml que contenia el medio y el microvehiculo. Estas células
descongeladas se usaron para preparar el inéculo.

Preparacion de células para el inéculo

El inéculo se expandié en multiples pases en medio de control compuesto por DMEM y 15 % v/v de FBS con una
concentracion de 12 g/l de microvehiculos en matraces de centrifugacion de vidrio (Corning, NY) de diferentes
tamafios (125 ml, 500 ml y 3 I). La duplicacion acumulada de la poblacién de las células en el indculo fue inferior a
35. Los criterios para el pase y las condiciones de cultivo durante la expansion del indculo se tabulan en la tabla a
continuacion. El dia objetivo del pase, se realizé un recuento de células y, si se alcanzoé la densidad objetivo para el
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pase, las células se pasaron a un nuevo recipiente basandose en la densidad de siembra objetivo en el nuevo
recipiente. Si no se alcanzé la densidad objetivo para el pase, se llevo a cabo un intercambio de medio del 80 % y se
contaron las células el dia siguiente. Para el intercambio de medio, el recipiente se apart6 de la plataforma giratoria y
los microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad durante 5 minutos y el 80 % del medio se retird
asépticamente (sin retirar los microvehiculos) y se afiadiéo una cantidad igual de medio fresco y el recipiente se
coloco de nuevo en la plataforma giratoria en la incubadora.

Las condiciones de crecimiento y los parametros durante los pases en serie para la preparacion del inéculo se
detallan a continuacion en la Tabla 1-1.

Tabla 1-1: Condiciones de crecimiento y parametros durante los pases en serie para la preparacion de

inoculos.

Densidad de siembra de nuevos recipientes de cultivo

Objetivo (intervalo)

En la descongelacion, matraz de centrifugacion de 125 ml (células viables/cm?)

6000 (3000-7500)

En el pase 1, matraces de centrifugacion de 500 ml (células viables/cm?)

5000 (3000—7000)

En todos los demas pases (células viables/cm?)

6000 (4000-7000)

Duracion de los pases Objetivo
Después de la descongelacion, matraz de centrifugacion de 125 ml (dias) 4 (4-5)
En todos los demas pases del matraz de centrifugacion de 500 ml (dias) 3 (34)
Matraz ce centrifugacion de 3 | (dias). Siempre 4 dias con intercambio de 80 % del 4
medio el dia 3

Densidad celular al final del pase Objetivo
Densidad celular al final del pase (células viables/cm?) = 20000

Volumenes de trabajo del matraz de centrifugacion

Objetivo (intervalo)

Volumen de trabajo del matraz de 125 ml (ml)

100 (85-115)

Volumen de trabajo del matraz de 500 ml (ml)

500 (450-500)

Parametros de la incubadora Objetivo
Temperatura (°C) 37,0

CO2 (%) 10
Parametros de la placa giratoria Objetivo (intervalo)
Agitacién en matraz de 125 ml (rpm) 60 (55-65)
Agitaciéon en matraz de 500 ml (rpm) 60 (55-65)
Agitacion en matraz de 3 | (rpm) 40 (35-45)

Objetivo (intervalo)
12 (11,0-13,0)

Densidad del microvehiculo

Densidad del microvehiculo en medio

Diversas condiciones de crecimiento utilizadas en este ejemplo

Para cada una de las condiciones 1 a 9, el dia de la inoculacién se considera el Dia 0. También para cada una de
las condiciones, se realizé un recuento de células en el inéculo.

Condicién 1 (control): La densidad de siembra objetivo de esta condicion fue ~6.000 células viables/cm? a una
concentracion de microvehiculo de ~ 18 g/l. Segun el recuento de células de los indculos, se afadié el volumen de
indculo deseado a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos
se dejaron sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se eliminé hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuacion, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~9 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por DMEM y 15 % (v/v) de FBS para aumentar el
volumen a 500 ml. El matraz se coloc6 en una plataforma giratoria a 60 RPM en una incubadora a 37 °C y 10 % de
COo.. El dia 3, se llevo a cabo un intercambio de 80 % de medio usando DMEM + 15 % de FBS. Los recuentos
celulares periddicos se realizaron usando el procedimiento descrito anteriormente. El dia 3 y 5, se afiadieron 3 ml y
2,5 ml de glucosa al matraz, respectivamente. El tercer dia se afiadieron 2,5 ml de L-glutamina 200 mM.

Condicién 2: La densidad de siembra objetivo de esta condicién fue ~6.000 células viables/cm? a una concentracion
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de microvehiculo de ~ 20 g/I. Segun el recuento de células de los indculos, se afiadio el volumen de indculo deseado
a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se elimind hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuacién, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~10 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por medio basal M5 y 15 % (v/v) de FBS para
aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloco en una plataforma giratoria a 60 RPM en una incubadora a 37 °C
y 10 % de CO,. Al tercer dia, se agrego la alimentacién F5. No se realiz6 intercambio de medio. Ademas, al tercer
dia, se afadieron 2,5 ml de glucosa. Los recuentos de células periddicas se realizaron como se explica en la seccion
de recuento celular. El dia 5, se afiadieron al matraz 5 ml de L-glutamina 200 mM.

Condicién 3: La densidad de siembra objetivo de esta condicion fue ~7000 células viables/cm? a una concentracion
de microvehiculo de ~ 20 g/l. Segun el recuento de células de los indculos, se afiadio el volumen de indculo deseado
a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se elimind hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuaciéon, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~10 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por medio basal M1y 15 % (v/v) de FBS para
aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloco en una plataforma giratoria a 45 RPM en una incubadora a 37 °C
y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego6 la alimentacion F1. No se realizé intercambio de medio. Los recuentos de
células periddicas se realizaron como se explica en la seccién de recuento celular. Al tercer dia se afiadieron 2,5 ml
de glucosa. Al cuarto dia, se afiadieron 5 ml de L-Glutamina 200 mM al matraz.

Condicién 4: La densidad de siembra objetivo de esta condicion fue ~7000 células viables/cm? a una concentracion
de microvehiculo de ~ 20 g/l. Segun el recuento de células de los indculos, se afiadio el volumen de indculo deseado
a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se elimind hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuacién, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~10 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por medio basal M2 y 15 % (v/v) de FBS para
aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloco en una plataforma giratoria a 45 RPM en una incubadora a 37 °C
y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego6 la alimentacion F2. No se realizé intercambio de medio. Los recuentos de
células periddicas se realizaron como se explica en la seccién de recuento celular. Al tercer dia se afiadieron 2,5 ml
de glucosa (solucion acuosa de 220 g/l de dextrosa monohidrato). Al cuarto dia, se afiadieron 4,5 ml de L-Glutamina
200 mM al matraz.

Condicién 5: La densidad de siembra objetivo de esta condicion fue ~7000 células viables/cm? a una concentracion
de microvehiculo de ~ 20 g/l. Segun el recuento de células de los indculos, se afiadié el volumen de indculo deseado
a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se elimind hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuaciéon, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~10 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por medio basal M3 y 15 % (v/v) de FBS para
aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloco en una plataforma giratoria a 45 RPM en una incubadora a 37 °C
y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego6 la alimentacion F3. No se realizé intercambio de medio. Los recuentos de
células periddicas se realizaron como se explica en la seccién de recuento celular. Al tercer dia se afiadieron 2,5 ml
de glucosa (soluciéon acuosa de 220 g/l de dextrosa monohidrato). Al cuarto dia, se afadieron 5 ml de L-Glutamina
200 mM al matraz.

Condicion 6: La densidad de siembra objetivo de esta condicion fue ~7000 células viables/cm? a una concentracion
de microvehiculo de ~ 20 g/l. Segun el recuento de células de los indculos, se afiadio el volumen de indculo deseado
a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se elimind hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuaciéon, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~10 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por medio basal M4 y 15 % (v/v) de FBS para
aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloco en una plataforma giratoria a 45 RPM en una incubadora a 37 °C
y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego6 la alimentacion F4. No se realizé intercambio de medio. Los recuentos de
células periddicas se realizaron como se explica en la seccién de recuento celular. Al tercer dia se afiadieron 2,5 ml
de glucosa (soluciéon acuosa de 220 g/l de dextrosa monohidrato). Al cuarto dia, se afadieron 5 ml de L-Glutamina
200 mM al matraz.

Condicion 7: La densidad de siembra objetivo de esta condicion fue ~7000 células viables/cm? a una concentracion
de microvehiculo de ~ 20 g/l. Segun el recuento de células de los indculos, se afiadio el volumen de indculo deseado
a un nuevo matraz de centrifugacién de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se elimind hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuaciéon, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~10 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por medio basal M5 y 15 % (v/v) de FBS para
aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloco en una plataforma giratoria a 45 RPM en una incubadora a 37 °C
y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego6 la alimentacion F5. No se realizé intercambio de medio. Los recuentos de
células periddicas se realizaron como se explica en la seccién de recuento celular. Al tercer dia se afiadieron 2,5 ml
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de glucosa (soluciéon acuosa de 220 g/l de dextrosa monohidrato). Al cuarto dia, se afadieron 5 ml de L-Glutamina
200 mM al matraz.

Condicion 8: La densidad de siembra objetivo de esta condicion fue ~7000 células viables/cm? a una concentracion
de microvehiculo de ~ 20 g/l. Segun el recuento de células de los in6culos, se afiadié el volumen de indculo deseado
a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se elimind hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuacién, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~10 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por medio basal M6 y 15 % (v/v) de FBS para
aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloco en una plataforma giratoria a 45 RPM en una incubadora a 37 °C
y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego6 la alimentacion F6. No se realizé intercambio de medio. Los recuentos de
células periddicas se realizaron como se explica en la seccion de recuento celular. Al tercer dia se afiadieron 2,5 ml
de glucosa (soluciéon acuosa de 220 g/l de dextrosa monohidrato). Al cuarto dia, se afadieron 5 ml de L-Glutamina
200 mM al matraz.

Condicion 9: La densidad de siembra objetivo de esta condicion fue ~7000 células viables/cm? a una concentracion
de microvehiculo de ~ 20 g/l. Segun el recuento de células de los indculos, se afiadio el volumen de indculo deseado
a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se elimind hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A
continuacién, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron como resultado un peso final de ~10 g de
microvehiculos en el matraz. Se afiadié6 medio fresco compuesto por medio basal M7 y 15 % (v/v) de FBS para
aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloco en una plataforma giratoria a 45 RPM en una incubadora a 37 °C
y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego6 la alimentacion F7. No se realizé intercambio de medio. Los recuentos de
células periddicas se realizaron como se explica en la seccién de recuento celular. Al tercer dia se afiadieron 2,5 ml
de glucosa (soluciéon acuosa de 220 g/l de dextrosa monohidrato). Al cuarto dia, se afadieron 5 ml de L-Glutamina
200 mM al matraz.

Cosecha

Al sexto dia se cosecharon todos los matraces. Para la cosecha, los microvehiculos se dejaron sedimentar por
gravedad y el medio se eliminé lo mas posible sin eliminar ningdn microvehiculo. Se afiadieron 250 - 300 ml de
TrypLE ™ precalentado a 37 °C al matraz y se colocaron en una plataforma giratoria en la incubadora a 37 °C.
Después de 30 minutos, se detuvo la agitacion y se tomé una muestra de 25 ml del matraz y se filtré a través de un
filtro de 40 ym. EI microvehiculo retenido en el filtro se descartd y se realizé un recuento de células en la muestra
ejecutando directamente la muestra en el CEDEX. En base al volumen de TrypLE™ agregado y el conteo de células
obtenidas, se calcularon las células totales en el recipiente y se calculd la densidad celular (células/cm?).

Composiciéon de los medios de cultivo celular

DMEM (con 1 g/l de glucosa, L-Glutamina 4mM y 3,7 g/l de bicarbonato de sodio y sin piruvato de sodio y rojo fenol)
fue el medio basal usado para la Condicién 1 (el control).

También se probaron Varios otros medios basales para identificar algunos componentes, que son fundamentales
para eliminar el intercambio de medio y, por lo tanto, reducen el consumo de suero. Uno de los componentes usados
en las formulaciones es seroalbimina bovina, que se proporcioné en forma de AlbuMAX® | disponible en el mercado
(Gibco™ Cell Culture, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA), que es seroalbumina bovina rica en lipidos. La Tabla 1-
2 proporciona la formulacion de los medios basales (M1-M7). Tanto el medio basal como el medio de alimentacion
contenian el estabilizador de membranas celulares comercialmente disponible y el agente antiespumante Pluronic®
F68.

Tabla 1-2 Formulaciéon de medios basales

Medio basal

M1(gn) | M2(gn) | m3@m | ma@n | *s@n | me@n | mr7@n

Sales inorganicas

Cloruro de calcio anhidro 0.2 0.2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Cloruro de calcio

0 0 0 0 0 0 0
(CaC|2,2H20)
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Cloruro de potasio, USP 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Sulfato de magnesio 0,9767 0,9767 0,9767 0,9767 0,9767 0,9767 0,9767
anhidro

Cloruro de sodio, USP 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4
fosfato de sodio, 0,133175 | 0,125 | 0,133175 | 0,133175 | 0,133175 | 0,125 0,125
monobasico, H,O, USP

fosfato de sodio, 0,00201 0 0,00201 | 0,00201 | 0,00201 0 0
heptahidrato dibasico

(Na;HPO4.7H,0)

Oligoelementos

Nitrato férrico (9 H,O) 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Pentahidrato de sulfato de| g 33 E_og 0 9,33 E-08 | 9,33 E-08 | 9,33 E-08 0 0
cobre (1) (CuS04.5H,0)

ﬁé‘ggﬁic‘j’; ti')”c 3,24 E-05 0 3,24 E-05 | 3,24 E-05 | 3,24 E-05 0 0
(ZnS0)4.7H,0)

fﬁ;ﬁg";‘&‘)’e Sodio 0,000067 | 0,000067 0 0,000067 | 0,000067 | 0,000067 0
Aminoacidos

L-Arginina, HCI 0,09705 0,084 0,09705 | 0,09705 | 0,09705 0,084 0,084
L—Cistina, 2HCI 0,06779 | 0,06257 | 0,06779 | 0,06779 | 0,06779 | 0,06257 | 0,06257
L—Cisteina HCI H0 0,009224 0 0,009224 | 0,009224 | 0,009224 0 0
L-glutamina 0,584 0,584 0,584 0,584 0,584 0,584 0,584
Glicina 0,031125 0,03 0,031125 | 0,031125 | 0,031125 0,03 0,03
L-Histidina, HCI, H,0 0,048288 | 0,042 | 0,048288 | 0,048288 | 0,048288 | 0,042 0,042
L-isoleucina 0,163713 | 0,1048 | 0,163713 | 0,163713 | 0,163713 | 0,1048 0,1048
L-leucina 0,163713 | 0,1048 | 0,163713 | 0,163713 | 0,163713 | 0,1048 0,1048
L-Lisina, HCI 0,16807 | 0,1462 | 0,16807 | 0,16807 | 0,16807 | 0,1462 0,1462
L-metionina 0,036748 0,03 0,036748 | 0,036748 | 0,036748 0,03 0,03
L-fenilalanina 0,073695 | 0,066 | 0,073695 | 0,073695 | 0,073695 | 0,066 0,066
L-serina 0,05145 0,042 0,05145 | 0,05145 | 0,05145 0,042 0,042
L-treonina 0,108609 | 0,0952 | 0,108609 | 0,108609 | 0,108609 | 0,0952 0,0952
L-triptéfano 0,018457 | 0,016 | 0,018457 | 0,018457 | 0,018457 | 0,016 0,016
L—tirosina, 2Na, 2H,0 0,121813 | 0,10379 | 0,121813 | 0,121813 | 0,121813 | 0,10379 | 0,10379
L-valina 0,111105 | 0,0936 | 0,111105 | 0,111105 | 0,111105 | 0,0936 0,0936
L-Alanina 0,000668 0 0,000668 | 0,000668 | 0,000668 0 0
L-Aspargina H,0 0,031978 0 0,031978 | 0,031978 | 0,031978 0 0
L-Acido aspartico 0,00803 0 0,00803 | 0,00803 | 0,00803 0 0
L-Acido glutamico 0,054728 0 0,054728 | 0,054728 | 0,054728 0 0
L—prolina 0,02403 0 0,02403 | 0,02403 | 0,02403 0 0
L-Taurina 0,000844 0 0,000844 | 0,000844 | 0,000844 0 0

36




ES 2667573 T3

Vitaminas

Pantotenato D-Calcio 0,004338 0,004 0,004338 | 0,004338 | 0,004338 0,004 0,004
Cloruro de colina 0,006094 0,004 0,006094 | 0,006094 | 0,006094 0,004 0,004
Acido félico 0,004302 0,004 0,004302 | 0,004302 | 0,004302 0,004 0,004
[-Inositol 0,009568 0,007 0,009568 | 0,009568 | 0,009568 0,007 0,007
Niacinamida 0,004302 0,004 0,004302 | 0,004302 | 0,004302 0,004 0,004
Piridoxal, HCI 0,004153 0,004 0,004153 | 0,004153 | 0,004153 0,004 0,004
Riboflavina 0,000431 0,0004 0,000431 | 0,000431 | 0,000431 0,0004 0,0004
tiamina<HCI 0,004304 0,004 0,004304 | 0,004304 | 0,004304 0,004 0,004
d-Biotina 3,75 E-05 0 3,75 E-05 | 3,75 E-05 | 3,75 E-05 0 0
Piridoxina. HCI 1,85 E-05 0 1,85 E-05 | 1,85 E-05 | 1,85 E-05 0 0
Vi.tamina ' B12 0,000102 0 0,000102 | 0,000102 | 0,000102 0 0
(cianocobalamina)

Lipidos

Acido lipoico/Acido 0,000015 0 0,000015 | 0,000015 | 0,000015 0 0
tiéctico

Etanolamina HCI 0,02 0,02 0 0,02 0,02 0,02 0
Proteinas

Insulina 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Transferrina 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055

Sustratos de energia

D—glucosa 1 1 1 1 1 1 1
Piruvato sédico 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
Derivados de acido nucleico

timidina 0,00045 0,00045 0,00045 0 0,00045 0 0
Adenosina 0,015 0,015 0,015 0 0,015 0 0
Citidina 0,015 0,015 0,015 0 0,015 0 0
Uridina 0,015 0,015 0,015 0 0,015 0 0
Guanosina 0,015 0,015 0,015 0 0,015 0 0
Otros

Putrescina.2H,0 3,02 E-05 3,02 E-05 | 3,02 E-05 | 3,02 E-05 0 0
Pluronic® F68 0,015 0,015 0,015 0,015

Seroalbumina bovina 25 25 25 25 0 25 25
(AlbuMAX® I) ' ' ' ' ' '

Como se ha indicado anteriormente, el dia 3, se realizé un intercambio del 80 % del medio en la condicién 1. Para
las condiciones restantes, se agregd una alimentaciéon para eliminar el intercambio de medio. Las diferentes
formulaciones de alimentacion se muestran en la Tabla 1-3. Las cantidades que se muestran en la Tabla 1-3
presentan el aumento en peso (g) del componente por litro () del volumen de cultivo cuando se agrega la
alimentacion.

Tabla 1-3: Formulaciones de la alimentacion

Formulaciones de la alimentacion

Fll) | Fa(am | Fa(@m | Fa@n | Fs@n) | Fe@n | Fran

Sales inorganicas

fosfato de sodio,
monobasico, H,0,
USP

0,008175 0 0,008175 | 0,008175 | 0,008175 0 0

37




ES 2667573 T3

Formulaciones de la alimentacion

F1 (g/l) F2 (g/l) F3 (g/l) F4 (g/l) F5 (g/l) F6 (g/l) F7 (g/l)
fosfato de sodio, 0,00201 0 0,00201 0,00201 | 0,00201 0 0
heptahidrato dibasico
(NazHPO4.7H,0)
Oligoelementos
Pentahidrato de 9,33 E-08 0 9,33 E-08 | 9,33 E-08 | 9,33 E-08 0 0
sulfato de cobre (ll)
(CuS04.5H;0)
ﬁé‘ggﬁig; fc')”c 3,24 E-05 0 3,24 E-05 | 3,24 E-05 | 3,24 E-05 0 0
(ZnS0)..7H,0)
fﬁ;ﬁg";‘&‘)’e Sodio 0,000067 | 0,000067 0 0,000067 | 0,000067 | 0,000067 0
Aminoacidos
L-Arginina, HCI 0,01305 0 0,01305 | 0,01305 | 0,01305 0 0
L-Cistina, 2HCI 0,00522 0 0,00522 | 0,00522 | 0,00522 0 0
L—Cisteina HCI H,O | 0,009224 0 0,009224 | 0,009224 | 0,009224 0 0
Glicina 0,001125 0 0,001125 | 0,001125 | 0,001125 0 0
L-Histidina, HCI, H,O | 0,006288 0 0,006288 | 0,006288 | 0,006288 0 0
L-isoleucina 0,058913 0 0,058913 | 0,058913 | 0,058913 0 0
L-leucina 0,058913 0 0,058913 | 0,058913 | 0,058913 0 0
L-Lisina, HCI 0,02187 0 0,02187 | 0,02187 | 0,02187 0 0
L-metionina 0,006748 0 0,006748 | 0,006748 | 0,006748 0 0
L-fenilalanina 0,007695 0 0,007695 | 0,007695 | 0,007695 0 0
L-serina 0,00945 0 0,00945 | 0,00945 | 0,00945 0 0
L-treonina 0,013409 0 0,013409 | 0,013409 | 0,013409 0 0
L-triptéfano 0,002457 0 0,002457 | 0,002457 | 0,002457 0 0
L—tirosina, 2Na, 0,018023 0 0,018023 | 0,018023 | 0,018023 0 0
2H,0
L-valina 0,017505 0 0,017505 | 0,017505 | 0,017505 0 0
L-Alanina 0,000668 0 0,000668 | 0,000668 | 0,000668 0 0
L-Aspargina H0O 0,031978 0 0,031978 | 0,031978 | 0,031978 0 0
L-Acido aspartico 0,00803 0 0,00803 | 0,00803 | 0,00803 0 0
L-Acido glutamico 0,054728 0 0,054728 | 0,054728 | 0,054728 0 0
L—prolina 0,02403 0 0,02403 | 0,02403 | 0,02403 0 0
L-Taurina 0,000844 0 0,000844 | 0,000844 | 0,000844 0 0
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Formulaciones de la alimentacion

Fll) | Fa@am | Fa(@m | Fa@n | Fs@n) | Fe@n | Fran
Vitaminas
Pantotenato D-Calcio | 0,000338 0 0,000338 | 0,000338 | 0,000338 0 0
Cloruro de colina 0,002094 0 0,002094 | 0,002094 | 0,002094 0 0
Acido félico 0,000302 0 0,000302 | 0,000302 | 0,000302 0 0
[-Inositol 0,002568 0 0,002568 | 0,002568 | 0,002568 0 0
Niacinamida 0,000302 0 0,000302 | 0,000302 | 0,000302 0 0
Piridoxal, HCI 0,000153 0 0,000153 | 0,000153 | 0,000153 0 0
Riboflavina 3,11 E-05 0 3,11 E-05 | 3,11 E-05 | 3,11 E-05 0 0
tiamina<HCI 0,000304 0 0,000304 | 0,000304 | 0,000304 0 0
d-Biotina 3,75 E-05 0 3,75 E-05 | 3,75 E-05 | 3,75 E-05 0 0
Piridoxina. HCI 1,85 E-05 0 1,85 E-05 | 1,85 E-05 | 1,85 E-05 0 0
Vitamina B2 0,000102 0 0,000102 | 0,000102 | 0,000102 0 0
(cianocobalamina)
Lipidos
Acido lipoico/Acido 0,000015 0 0,000015 | 0,000015 | 0,000015 0 0
tiéctico
Etanolamina HCI 0,02 0,02 0 0,02 0,02 0,02 0,02
Proteinas
Insulina 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Transferrina 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055
Derivados de acido nucleico
timidina 0,00045 0,00045 0,00045 0 0,00045 0 0
Adenosina 0,015 0,015 0,015 0 0,015 0 0
Citidina 0,015 0,015 0,015 0 0,015 0 0
Uridina 0,015 0,015 0,015 0 0,015 0 0
Guanosina 0,015 0,015 0,015 0 0,015 0 0
Otros
Putrescina.2H,0 3,02 E-05 3,02 E-05 | 3,02 E-05 | 3,02 E-05 0 0
Pluronic® F68 0,015 0,015 0,015 0,015
Seroalbiimina bovina 2,5 2,5 2,5 2,5 0 2,5 2,5
(AlbuMAX®)

Los medios utilizados en las Condiciones 1 a 9 tenian todos FBS agregado a ellos. Los componentes de FBS se
muestran a continuacion:

Tabla 1-4: Perfil de suero de bovino fetal (véase Price y col., In Vitro, 18:576-584 (1982))

Descripcion Promedio Intervalo N
Endotoxina 0,356 ng/ml 0,008-10,0 39
pH 7.4* 7,20-7,60 40
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Descripcion Promedio Intervalo N
Sales inorganicas
Calcio (Ca?*) 13,6/100 mi 12,6-14,3 43
Cloruro (CI) 103 meq/l 98-108 43
Fosforo inorganico 9,8 mg/100 ml 4,3-11,4 43
Potasio (K*) 11,2 meqg/l 10,0-14,0 43
Selenio 0,026 pg/mi 0,014-0,038 25
Sodio (Na*) 137 meq/l 125-143 43
Otros componentes
Fosfatasa alcalina 255 mU/mi 111-352 43
Nitrégeno ureico en sangre 16 mg/100 ml 14-20 43
Creatina 3,1 mg/100 mi 1,643 43
Bilirrubina directa 0,2 mg/100 ml 0,0-0,5 43
Glucosa 125 mg/100 ml 85-247 43
Hemoglobina 11,3 mg/100 ml 2,4-18,1 17
Lactato deshidrogenasa 864 muU/ml 260-1.215 43
Glutamato sérico Oxalacetato Transaminasa 130 mU/mi 20-201 43
Bilirrubina total 0,4 mg/100 mi 0,3-1,1 43
Acido urico 2,9 mg/100 ml 1,3-4,1 43
Esteroides y hormonas
Colesterol 31 mg/100 ml 12-63 43
Cortisol 0,5 pg/ml <0,1-2,3 43
Hormona estimulante del foliculo 9,5 ng/ml <2-33,8 34
Hormona de crecimiento 39,0 ng/mi 18,7-51,6 40
Hormona luteinizante 0,79 ng/ml 0,12-1,8 38
Hormona paratiroidea 1.718 pg/mi 85-6.180 41
Progesterona 8 ng/100 ml <0,3-36 42
Prolactina 17,6 ng/ml 2,00-49,55 40
Prostaglandina E 5,91 ng/mi 0,5-30,48 37
Prostaglandina F 12,33 ng/ml 3,77-42,00 38
T3 119 ng/100 ml 56-233 41
T4 12,1 ng/100 ml 7,8-15,6 42
Testosterona 40 ng/100 ml 21-99 42
Hormona estimulante del tiroides 1,22 ng/ml <0,2-4,5 40
Proteina
Proteina total 3,8g9/100 ml 3,2-7,0 43
Albumina 2,3 /100 ml 2,0-3,6 43
Insulina 10 mU/ml 6-14 40
Resultados

Los recuentos celulares de las diferentes condiciones se muestran en la Tabla 1-5 a continuacion.. Los resultados se
pueden analizar en dos partes. Al comparar las Condiciones 1y 2, es evidente que la combinacién de medio M5 y
alimentacién F5 el dia 3 elimina el intercambio de medio. Esto es importante, ya que esto reducira drasticamente la
concentracion sérica en mas del 44 %. Al comparar las condiciones 3 a 9, es evidente que las siguientes tres
condiciones tienen el rendimiento mas bajo en comparacion con otras. Condicién 6, medio basal M4 + 15 % de SFB
con alimentacién F4 el dia 3; Condicion 8, medio basal M6 + 15 % de FBS con alimentacion F6 el dia 3; y Condicion
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9, medio basal M7 + 15 % de FBS con alimentacién de F7 el dia 3. Una mirada mas cercana a las formulaciones
indica que ninguna de estas tres condiciones tiene derivados de acido nucleico en los medios o la alimentacion. Por
lo tanto, también se puede inferir que los derivados de acido nucleico son criticos para el crecimiento de hUTC. Este
ejemplo demuestra que hUTC puede cultivarse durante 6 dias sin intercambio de medio enriqueciendo el medio de
cultivo y suplementando componentes de medio adicionales el dia 3 y los derivados de acido nucleico son criticos
para mantener un crecimiento celular comparable.

Tabla 1-5: Recuentos de células viables, células/cm? para cultivos de hUTC cultivados en las condiciones 1-9

Condicion
Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 5690 6061 7030 7030 7030 7030 7030 7030 7030
3 11942 - 28747 32633 21431 21810 19506 21320 25037
4 - 20035 31976 38891 25825 21256 20134 17146 17569
5 32035 34329 40470 49787 46249 32827 36203 26921 27699
6 49757 53418 69408 71271 64602 38443 65313 38982 39718

Condicién 1: DMEM + 15 % de FBS e intercambio de 80 % de medio el dia 3
Condicién 2: M5 + 15 % de FBS y adicion de F5 el dia 3
Condicién 3: M1 + 15 % de FBS y adicion de F1 el dia 3
Condicién 4: M2 + 15 % de FBS y adicion de F2 el dia 3
Condicién 5: M3 + 15 % de FBS y adicion de F3 el dia 3
Condicién 6: M4 + 15 % de FBS y adicion de F4 el dia 3
Condicién 7: M5 + 15 % de FBS y adicion de F5 el dia 3
Condicién 8: M6 + 15 % de FBS y adicion de F6 el dia 3
Condicién 9: M7 + 15 % de FBS y adicion de F7 el dia 3

Ejemplo 2

Crecimiento y pases en serie de hUTC en microvehiculo en matraces de centrifugacion con medios
enriquecidos

Los pases en serie de células de tejido umbilical humano (hUTC) unidas a microvehiculos en cultivo en suspension
en matraces de centrifugacion requieren un intercambio de medio si las células no alcanzan una densidad celular
optima predeterminada de > 20.000 células/cm? el dia 3. Este intercambio de medio agrega manipulaciones
adicionales al procedimiento y hace que sea dificil predecir el programa de pases de células. Por lo tanto, este
procedimiento para pasar células no es comercialmente deseable. Las hUTC pueden cultivarse hasta una alta
densidad celular mediante el intercambio de un medio de crecimiento celular que contiene un 15 % de suero bovino
fetal. Este ejemplo investigd un procedimiento alternativo mas comercialmente deseable para pasar hUTC. Las
hUTC unidas en un microvehiculo se cultivaron a una alta densidad celular en cultivo en suspensién en matraces de
centrifugacion enriqueciendo el medio de crecimiento con nutrientes sin suero. Este procedimiento elimina el
intercambio de medio el dia 3 para cultivar de forma consistente las células> 20.000 células/cm?. Este procedimiento
mejora la solidez del procedimiento para el pase de etc.

En este estudio se uso lo siguiente: DMEM (con 2 g/l de glucosa, L-glutamina 4mM y 3,7 g/l de bicarbonato sédico y
sin piruvato sédico y rojo fenol); suero bovino fetal (15 % v/v); medio basal M5 (véase el Ejemplo 1 anterior);
alimentacién F5 (véase el Ejemplo 1 anterior); y se usaron microvehiculos Hillex® Ultra (Solohill Engineering, Ann
Arbor, MI).

Procedimiento de andlisis de marcadores en la superficie

Se us6 3 % de FBS en solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) sin Ca ni Mg como tampon de
tincion. Se usaron seis anticuerpos para identificar los marcadores de superficie y se usaron dos anticuerpos como
controles. La lista de anticuerpos y sus diluciones en tampdn de tincion para el ensayo se muestran en la Tabla 2-1 a
continuacion.
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Tabla 2-1 Lista de anticuerpos y diluciones

Anticuerpo Fabricante N.° de Concentraciéon Dilucion en Comentarios
catalogo del fabricante tampoén de
tincién
1:10 Control par CD13, CD90,
IgG1 BD Biosciences 555749 1 ug/20 pl HLA-ABC, CD34
1:2 Control para CD117
IgG2 BD Biosciences 555574 1 ug/20 pl 1:8 Control para HLA-DR
CD 13 BD Biosciences 555394 2 ug/20 pl 1:20
CD34 BD Biosciences 555822 0,06 pg/20 pl ninguno
CD90 BD Biosciences 555596 1 ug/20 pl 1:10
CD117 BD Biosciences 340529 10 pg/mi ninguno
HLA-ABC | BD Biosciences 555553 0,03 pg/20 pl ninguno
HLA-DR | BD Biosciences 555812 0,125 pg/20 pl ninguno

Metodologia: Se realizd un recuento de células en la muestra y se resuspendieron 2,5 x 10° células en 10 ml de
medio DMEM + 15 % de FBS. A continuacion, las células se centrifugaron, se retir6 el sobrenadante y se
resuspendié en tampdn de tincién para obtener una concentracion celular de 1 x 10°® células/ml. Esta suspension
celular se distribuyé después en tubos diferentes, de manera que cada tubo recibe 20.000 células. Luego se
agregaron cantidades apropiadas de anticuerpo diluido y tampoén de tincion como se muestra en la Tabla 2-1
anterior. A continuacioén, las muestras se incubaron durante 30 minutos a 2-8 °C. Después de la incubacion, se
afnadieron 3 ml de DPBS y las muestras se centrifugaron. El sobrenadante se elimind y la plataforma celular se
volvié a suspender en 500 pl de DPBS. A continuacion, se pasaron las muestras en el instrumento Guava® PCA ™,
Millipore, MD, EE. UU. De los seis marcadores de superficie, tres son marcadores positivos (CD 13, CD90, HLA-
ABC) y tres son marcadores negativos (CD34, CD117,

HLA-DR).

Condiciones del cultivo

Los procedimientos de cultivo y los pases en serie de las hUTC se explicaron en el Ejemplo 1. Como se ha
mencionado, este pase en serie utilizé DMEM con 15 % de FBS como medio de cultivo y con frecuencia requirio
intercambio del medio para cumplir el criterio de pase. En este ejemplo, se intentd eliminar la necesidad de un
intercambio de medios recuente durante los pases en serie. Esto se logré utilizando medio M5 modificado (con 2 g/l
de glucosa en lugar de 1 g/l) y 15 % de FBS (v/v). Con el uso de este medio M5 modificado con 15 % de SFB, se fijé
el dia del pase y no se realizd intercambio de medio en seis pases. Las condiciones de cultivo y los criterios se
presentan en la Tabla 2-2 que se expone a continuacion.

Tabla 2-2: Condiciones del cultivo

Densidad de siembra de nuevos recipientes de cultivo

Objetivo (intervalo)

En la descongelacion; matraz de centrifugacion de 125 ml (células

viables/cm?)

6000 (3000-7500)

En el pase 1. matraz de centrifugacion de 125 ml a 500 ml (células
viables/cm?)

5000 (3200-7000)

En todos los demas pases: matraces de centrifugacion de 500 ml (células

7000 (6000-8000)

viables/cm?)

Duracion de los pases Objetivo
Tras descongelar: matraz de centrifugacion de 125 ml (dias). 4

En todos los demas pases: matraz de centrifugacion de 500 ml (dias) 3
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Parametros del matraz de centrifugacion

Objetivo (intervalo)

Volumen de trabajo del matraz de 125 ml (ml)

100 (85-115)

Volumen de trabajo del matraz de 500 ml (ml)

500 (450-500)

Parametros de la incubadora Objetivo
Temperatura (°C) 37,0

CO2 (%) 10
Parametros de la placa giratoria Objetivo (intervalo)
Agitaciéon en matraz de 125 ml (rpm) 60 (55-65)
Agitaciéon en matraz de 500 ml (rpm) 40 (35-45)

Densidad del microvehiculo

Objetivo (intervalo)

Densidad del microvehiculo en medio

12 (11,0-13,0)

Las células tuvieron un crecimiento robusto en seis pases, como se muestra en la Tabla 2-3 a continuacién. En un
procedimiento con solo DMEM + 15 % de FBS, las células con frecuencia requerian un intercambio de medio el dia
anterior al pase para lograr una duplicacion de la poblacion de 1,5, extendiendo asi la duracion del pase un dia
adicional. Con el medio enriquecido, las células tenian al menos mas de 1,5 duplicaciones de poblacién
consistentemente en un plazo de 3 dias (4 dias desde la descongelacion del vial) y no requerian ningun intercambio
de medio. Las células conservaron su identidad después de siete pases en este medio y luego cultivaron estas
células durante 6 dias en este medio con alimentacion F5 el dia 3 del cultivo de 6 dias. El analisis de los marcadores
de superficie de estas células se muestra en la Tabla 2-4 a continuacion.

Tabla 2-3: Resultados

N.° de pase N.° de dia Densidad de células Duplicaciones de poblacion
viables dentro del pase
células/cm?
0
(Después de la
descongelacion del 4 31890 25
vial)

1 3 34311 2,5
2 3 40464 2,5
3 3 19398 1,5
4 3 30816 2,2
5 3 22100 1,7
6 3 35607 2,3

Tabla 2-4: Resultados de marcadores de superficie de células pasadas en medio M5 + 15 % de SFB durante 7
pases, seguido de 6 dias de cultivo en medio M5 + 15 % de FBS y alimentacién F5 el dia 3 del cultivo de 6

dias
ID del marcador de superficie Resultado
CD13 +)
CD90 +)
HLA ABC +)
CD34 (-)
CD117 (-)
HLA DR (-)

Ejemplo 3
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Crecimiento de hUTC en microvehiculos en un medio con niveles reducidos de suero en matraces de
centrifugacion

Las células de tejido umbilical humano (hUTC) se pueden cultivar a una alta densidad celular mediante el
intercambio de medio de crecimiento celular que contiene 15 % de FBS el dia 3 de la carrera. La alta concentracion
sérica en el medio y el intercambio de medio no es deseable desde el punto de vista comercial debido al alto coste
del suero, el uso elevado de suero para la produccion y las manipulaciones operacionales adicionales. Este ejemplo
desvela un procedimiento para cultivar hUTC unidas a microvehiculos en medio de crecimiento con niveles
reducidos de suero y sin intercambio de medio mientras se logra una alta densidad celular.

El medio de cultivo utilizado en el ejemplo fue el medio basal M5 (véase anteriormente), con 2 g/l de D-glucosa en
lugar de 1 g/l de D-Glucosa, a la cual se afnadié suero bovino fetal. Se utilizd el medio de alimentacion F5.. Se
proporcioné glucosa como una solucion acuosa de 220 g/l de monohidrato de dextrosa. Se proporciond glutamina
como una solucion 200 mM. En este ejemplo, se estudiaron diferentes condiciones de crecimiento. Estas
condiciones se detallan a continuacion. Tal como se usa en estas condiciones, el dia de la inoculacion se considera
Dia 0. Ademas, se usaron microvehiculos de Hillex® Ultra (Solohill Engineering, Ann Arbor, MI) en cada condicion.

Condicién 1 (15 % de FBS): Se realizd un recuento de células en el inéculo. La densidad de siembra objetivo de
esta condicion fue ~6.000 células viables/cm? a una concentracion de microvehiculo de ~ 20 g/I. Segun el recuento
de células de los indculos, se afiadio el volumen de indculo deseado a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio
de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad. El medio del indculo se
eliminé hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A continuacion, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron
como resultado un peso final de ~10 g de microvehiculos en el matraz. Se afiadi® medio fresco compuesto por
medio basal M5 y 15 % (v/v) de FBS para aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se colocd en una plataforma
giratoria a 60 RPM en una incubadora a 37 °C y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego la alimentacion F5. No se
realizé intercambio de medio. Los recuentos de células periddicas se realizaron como se explica en la seccién de
recuento celular. Al tercer dia y al quinto dia se afiadieron 2,5 ml de glucosa. Al cuarto dia, se afiadieron 5 ml de L-
Glutamina 200 mM al matraz.

Condicion 2 (10 % de FBS): Se realiz6 un recuento de células en el indculo. La densidad de siembra objetivo de esta
condicion fue ~6.000 células viables/cm? a una concentracion de microvehiculo de ~ 20 g/l. Segln el recuento de
células de los indculos, se afadio el volumen de inéculo deseado a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio de
500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad. El medio del inéculo se
eliminé hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A continuacion, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron
como resultado un peso final de ~10 g de microvehiculos en el matraz. Se afiadi® medio fresco compuesto por
medio basal M5 y 10 % (v/v) de FBS para aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se coloc6 en una plataforma
giratoria a 60 RPM en una incubadora a 37 °C y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego la alimentacion F5. No se
realizé intercambio de medio. Los recuentos de células periddicas se realizaron como se explica en la seccion de
recuento celular. Al tercer dia y al quinto dia se afiadieron 2,5 ml de glucosa. Al cuarto dia, se afiadieron 5 ml de L-
Glutamina 200 mM al matraz.

Condicién 3 (7,5 % de FBS): Se realizé un recuento de células en el indculo. La densidad de siembra objetivo de
esta condicion fue ~6.000 células viables/cm? a una concentracion de microvehiculo de ~ 20 g/I. Segun el recuento
de células de los indculos, se afadio el volumen de indculo deseado a un nuevo matraz de centrifugacion de vidrio
de 500 ml tratado en autoclave. Los microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad. El medio del indculo se
eliminé hasta que quedaban ~ 100 ml en el matraz. A continuacion, se agregaron microvehiculos frescos, que dieron
como resultado un peso final de ~10 g de microvehiculos en el matraz. Se afiadi® medio fresco compuesto por
medio basal M5y 7,5 % (v/v) de FBS para aumentar el volumen a 500 ml. El matraz se colocé en una plataforma
giratoria a 60 RPM en una incubadora a 37 °C y 10 % de CO.. Al tercer dia, se agrego la alimentacion F5. No se
realizé intercambio de medio. Los recuentos de células periddicas se realizaron como se explica en la seccion de
recuento celular. Al tercer dia y al quinto dia se afiadieron 2,5 ml de glucosa. Al cuarto dia, se afiadieron 5 ml de L-
Glutamina 200 mM al matraz.

Cosecha: Al sexto dia se cosecharon ambos matraces. Para la cosecha, los microvehiculos se dejaron sedimentar
por gravedad y el medio se elimind lo mas posible sin eliminar ningn microvehiculo. Se afiadieron 300 ml de TrypLE
™ precalentado a 37 °C al matraz y se colocaron en una plataforma giratoria en la incubadora a 37 °C. Después de
30 minutos, se detuvo la agitacion y se tom6 una muestra de 25 ml del matraz y se filtré a través de un filtro de 40
pm. El microvehiculo retenido en el filtro se descartd y se realizd un recuento de células en la muestra ejecutando
directamente la muestra en el CEDEX. En base al volumen de TrypLE™ agregado y el conteo de células obtenidas,
se calcularon las células totales en el recipiente y se calculd la densidad celular (células/cm?).

Resultados: Los recuentos de células de las tres condiciones con diferente concentracion de FBS en cada uno se
muestran en la Tabla a continuacién. Ademas de los resultados de este ejemplo, se incluyen los resultados del
Ejemplo 1, Condicién 1 (DMEM + 15 % FBS con Intercambio medio el Dia 3) para comparacion. Por lo tanto, los
medios enriquecidos no solo eliminan el intercambio de los medios sino que también pueden reducir la
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concentracion de suero en el medio, minimizando de ese modo la cantidad de suero utilizada en cultivo.

Tabla 3-1 Recuentos de células, células viables/cm?

Dia Condicién 1 Condicién 2 Condicién 3 Control
0 5652 5652 5652 5690
4 30839 25182 26802 -

5 42358 34827 28889 32035
6 58252 59841 54369 49757

Condicién 1: M5 + 15 % de FBS y F5 el dia 3
Condicién 2: M5 + 10 % de FBS y F5 el dia 3
Condicion 3: M5 + 7,5 % de FBS y F5 el dia 3
Control: 15 % de FBS con intercambio medio el dia 3 (Datos mostrados en el Ejemplo 1 anterior)

Ejemplo 4
Aislamiento de células

Aislamiento de células umbilicales. Los cordones umbilicales se obtuvieron del National Disease Research
Interchange (NDRI, Philadelphia, PA). Los tejidos se obtuvieron después de administraciones normales. Los
protocolos de aislamiento celular se realizaron asépticamente en una campana de flujo laminar. Para eliminar sangre
y residuos, el corddn se lavo en solucion salina tamponada con fosfato (PBS, Invitrogen, Carlsbad, CA) en presencia
de penicilina a 100 U/ml, estreptomicina a 100 mg/ml y anfotericina B a 0,25 pg/ml (Invitrogen Carlsbad, CA). Los
tejidos se disociaron mecanicamente en placas de cultivo tisular de 150 cm? en presencia de 50 ml de medio
(DMEM-bajo en glucosa o DMEM-rico en glucosa; Invitrogen) hasta que el tejido se molié6 en una pulpa fina. Los
tejidos cortados se transfirieron a tubos coénicos de 50 ml (aproximadamente 5 g de tejido por tubo).

El tejido se digirio luego en medio DMEM-bajo en glucosa o en medio DMEM-rico en glucosa, cada uno conteniendo
penicilina a 100 U/ml, estreptomicina a 100 mg/ml, anfotericina B a 0,25 ug/ml y las enzimas de digestion. En
algunos experimentos, se us6 una mezcla enzimatica de colagenasa y dispasa ("C:D") (colagenasa (Sigma, St
Louis, MO), 500 U/ml y dispasa (Invitrogen), 50 U/ml, en medio DMEM-bajo en glucosa). En otros experimentos, se
utilizé una mezcla de colagenasa, dispasa e hialuronidasa ("C: D: H") (C: D: H = colagenasa, 500 U/ml; dispasa, 50
U/ml; e hialuronidasa (Sigma), 5 U/ml, en DMEM-glucosa baja). Los tubos cénicos que contienen el tejido, el medio y
las enzimas de digestion se incubaron a 37 °C en un agitador orbital (Environ, Brooklyn, NY) a 225 rpm durante 2
horas.

Después de la digestion, los tejidos se centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos, el sobrenadante se aspir6.
sedimento se resuspendié en 20 ml de medio de crecimiento (DMEM: bajo en glucosa (Invitrogen), 15 % de suero
bovino fetal (v/v) (FBS, suero bovino fetal definido, lote N° AND18475, Hyclone, Logan, UT), 0,001 % (v/v) de 2-
mercaptoetanol (Sigma), penicilina a 100 U/ml, estreptomicina a 100 ug/ml y anfotericina B a 0,25 ug/ml (cada una
de Invitrogen, Carlsbad, CA)). La suspension celular se filtré a través de un filtro de células BD FALCON de nylon de
70 um (BD Biosciences, San Jose, CA). Se pas6 un aclarado adicional de 5 ml que comprendia medio de
crecimiento a través del filtro. A continuacién, se pasé la suspension celular a través de un filtro de células de nailon
de 40 uym (BD Biosciences, San Jose, CA) y se persiguid con un aclarado de 5 ml adicionales de medio de
crecimiento.

El filtrado se resuspendié en medio de crecimiento (volumen total 50 ml) y se centrifugd a 150 x g durante 5 minutos.
El sobrenadante se aspird y las células se resuspendieron en 50 ml de medio de crecimiento fresco. Este
procedimiento se repitié dos veces mas.

Después de la centrifugacion final, se aspir6 el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en 5 ml de
medio de crecimiento fresco. El nimero de células viables se determiné usando tinciéon con azul tripan. Las células
se cultivaron a continuacién en condiciones estandar.

Las células aisladas de los tejidos del cordon umbilical se sembraron a 5.000 células/cm? sobre matraces T-75
recubiertos de gelatina (Corning Inc., Corning, NY) en medio de crecimiento. Después de dos dias, se aspiraron
células gastadas y no adherentes de los matraces. Las células adherentes se lavaron con PBS tres veces para
eliminar los restos y las células derivadas de la sangre. Después, las células se rellenaron con medio de crecimiento
y se dejaron crecer hasta la confluencia (aproximadamente 10 dias desde el paso 0 al paso 1). En pases posteriores
(del pase 1 al 2, etc.), las células alcanzaron una subfluencia (75-85 % de confluencia) en 4-5 dias. Para estos
pases posteriores, las células se sembraron a 5.000 células/cm?. Las células se cultivaron en una incubadora

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2667573 T3

humidificada con 5 % de diéxido de carbono a 37 °C.

En algunos experimentos, las células se aislaron de tejidos posparto en medio DMEM bajo en glucosa después de la
digestion con LIBERASE (2,5 mg/ml, Blendzyme 3; Roche Applied Sciences, Indianapolis, IN) ) y hialuronidasa (5
U/ml, Sigma). La digestion del tejido y el aislamiento de las células fue como se describié para otras digestiones de
proteasas anteriores, sin embargo, se uso6 la mezcla de LIBERASA/hialuronidasa en lugar de la mezcla de enzimas
C: D o C: D: H. La digestion tisular con LIBERASE dio como resultado el aislamiento de las poblaciones celulares de
los tejidos posparto que se expandieron facilmente.

Se compararon los procedimientos para aislar las células del cordéon umbilical usando diferentes combinaciones de
enzimas. Las enzimas comparadas para la digestion incluyeron: i) colagenasa; ii) dispasa; iii) hialuronidasa; iv)
colagenasa : Mezcla de dispasa (C: D); v) mezcla de colagenasa: hialuronidasa (C: H); vi) mezcla de
dispasa:hialuronidasa (D: H); y vii) mezcla de colagenasa: dispasa: hialuronidasa (C: D: H). Se observaron
diferencias en el aislamiento celular que utilizan estas diferentes condiciones de digestién de enzimas (véase la
Tabla 4-1).

Se hicieron otros intentos para aislar grupos de células del cordon umbilical por diferentes enfoques. un caso, se
cortd el cordén umbilical y se lavé con medio de crecimiento para desalojar los coagulos de sangre y el material
gelatinoso. La mezcla de sangre, material gelatinoso y medio de crecimiento se recogio y se centrifugd a 150 x g. El
sedimento se resuspendié y se sembré en matraces recubiertos de gelatina en medio de crecimiento.. A partir de
estos experimentos, se aisld una poblacion celular que se expandio faciimente.

Las células también se han aislado a partir de muestras de sangre de cordon obtenidas de NDRI. El protocolo de
aislamiento utilizado fue el de solicitud de patente internacional PCT/US2002/029971 de Ho y col., Las muestras (50
ml y 10,5 ml, respectivamente) de sangre de cordon umbilical (NDRI, Philadelphia PA) se mezclaron con tampon de
lisis (cloruro de amonio 155 mM esterilizado por filtro, bicarbonato de potasio 10 milimolar, EDTA 0,1 mM tamponado
a pH 7,2 (todos los componentes de Sigma, St. Louis, MO)). Las células se lisaron en una proporciéon de 1:20 de
sangre de corddn a tampoén de lisis. La suspension celular resultante se sometid a agitacion vorticial durante 5
segundos, y se incubd durante 2 minutos a temperatura ambiente. El lisado se centrifugé (10 minutos a 200 x g). El
sedimento celular se resuspendié en medio esencial minimo completo (Gibco, Carlsbad CA) que contiene 10% de
suero bovino fetal (Hyclone, Logan UT), glutamina 4 mM (Mediatech Herndon, VA), penicilina a 100 U/ml y
estreptomicina a 100 ug/ml (Gibco, Carlsbad, CA). Las células resuspendidas se centrifugaron (10 minutos a 200 x
g), se aspird el sobrenadante y el sedimento celular se lavdo en medio completo. Las células se sembraron
directamente en matraces T75 (Corning, NY), matraces recubiertos con laminina T75 o matraces revestidos con
fibronectina T175 (ambos Becton Dickinson, Bedford, MA).

Para determinar si las poblaciones celulares podian aislarse en diferentes condiciones y expandirse bajo una
variedad de condiciones inmediatamente después del aislamiento, las células se digirieron en medio de crecimiento
con o sin 0.001% (v/v) de 2-mercaptoetanol (Sigma, St. Louis, MO), utilizando la combinacion de enzimas C: D: H,
de acuerdo con los procedimientos proporcionados anteriormente. Todas las células se cultivaron en presencia de
penicilina a 100 U/ml y estreptomicina a 100 pg/ml. En todas las condiciones probadas, las células se unieron y se
expandieron bien entre el paso 0 y 1 (Tabla 4-2). Se demostré que las células en las condiciones 5-8 y 13-16
proliferan bien hasta 4 pases después de la siembra, momento en el que se crioconservaron.

La combinacion de C: D: H proporcioné el mejor rendimiento celular después del aislamiento y generé células que se
expandieron durante muchas mas generaciones en cultivo que las otras condiciones (Tabla 4-1). No se logré una
poblacién de células expansible usando colagenasa o hialuronidasa sola. No se intenté determinar si este resultado
es especifico de la colagenasa que se probo.

Tabla 4-1: Aislamiento de células de tejido de cordon umbilical usando diferentes combinaciones de

enzimas

Digerido enzimatico Células aisladas Expansion celular
Colagenasa X X

Dispasa +(>10h) +
Hialuronidasa X X
Colagenasa:Dispasa ++ (<3 h) ++
Colagenasa:Hialuronidasa ++ (<3 h) +
Dispasa:Hialuronidasa +(>10h) +
Colagenasa:Dispasa:Hialuronidasa +++ (<3 h) +++
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Clave: + = = bueno, ++ = muy bueno, +++ = excelente, X = sin éxito

Las células se unieron y se expandieron bien entre el pase 0 y 1 bajo todas las condiciones probadas para la
digestion enzimatica y el crecimiento (Tabla 4-2). Las células en condiciones experimentales 5-8 y 13-16 proliferaron
bien hasta cuatro pasadas después de la siembra, momento en el que se crioconservaron. Todas las células se
crioconservaron para un analisis posterior.

Tabla 4-2: Aislamiento y expansion del cultivo de células posparto en condiciones variables

Condicion Medio 15 % FBS BME Gelatina 20 % O2 Factores de
crecimiento
1 DMEM-Lg Y Y Y Y N
2 DMEM-Lg Y Y Y N (5 %) N
3 DMEM-Lg Y Y N Y N
4 DMEM-Lg Y Y N N (5 %) N
5 DMEM-Lg N (2 %) Y N (Laminina) Y EGF/FGF (20 ng/ml)
6 DMEM-Lg N (2 %) Y N (Laminina) N (5 %) EGF/FGF (20 ng/ml)
7 DMEM-Lg N (2 %) Y N (Fibronectina) Y PDGFNEGF
8 DMEM-Lg N (2 %) Y N (Fibronectina) N (5 %) PDGFNEGF
9 DMEM-Lg Y N Y Y N
10 DMEM-Lg Y N Y N (5 %) N
11 DMEM-Lg Y N N Y N
12 DMEM-Lg Y N N N (5 %) N
13 DMEM-Lg N (2 %) N N (Laminina) Y EGF/FGF (20 ng/ml)
14 DMEM-Lg N (2 %) N N (Laminina) N (5 %) EGF/FGF (20 ng/ml)
15 DMEM-Lg N (2 %) N N (Fibronectina) Y PDGF/VEGF
16 DMEM-Lg N (2 %) N N (Fibronectina) N (5 %) PDGFNEGF

Las células nucleadas se unieron y crecieron rapidamente. Estas células se analizaron mediante citometria de flujo y
fueron similares a las células obtenidas por digestién enzimatica.

Las preparaciones contenian glébulos rojos y plaquetas. No se unieron células nucleadas y se dividieron durante las
primeras 3 semanas. El medio se cambié 3 semanas después de la siembra y no se observd que las células se
unieran y crecieran.

Las poblaciones de células podrian aislarse del tejido umbilical de manera eficiente utilizando la enzima combinacion
colagenasa (una metaloproteasa), dispasa (proteasa neutra) y hialuronidasa (enzima mucolitica que descompone el
acido hialurénico). También se puede usar LIBERASE, que es una mezcla de colagenasa y una proteasa neutra.
Blendzyme 3, que es colagenasa (4 Wunsch U/g) y termolisina (1714 caseina U/g), también se utiliz6 junto con
hialuronidasa para aislar las células. Estas células se expandieron facilmente a lo largo de muchos pases cuando se
cultivaron en medio de expansion de crecimiento sobre plastico recubierto de gelatina.

Las células también se aislaron de la sangre residual en las cuerdas, pero no de la sangre del cordén umbilical. La
presencia de células en los coagulos sanguineos lavados del tejido, que se adhieren y crecen en las condiciones
utilizadas, puede deberse a que las células se liberaron durante el procedimiento de diseccion.

Ejemplo 5

Andlisis de cariotipo de células

Las lineas celulares usadas en terapia celular son preferentemente homogéneas y estan libres de cualquier tipo de
célula contaminante. Las células humanas utilizadas en la terapia celular deben tener un nimero normal (46) de
cromosomas con estructura normal. Para identificar lineas celulares derivadas del ombligo que son homogéneas y
libres de células de origen no umbilical, se analizaron cariotipos de muestras celulares.
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UTC del tejido posparto de un recién nacido varén se cultivd en medio de crecimiento. El tejido posparto de un
neonato masculino (X, Y) se seleccioné para permitir la distincion entre las células derivadas de neonatos y las
células derivadas de la madre (X, X). Las células se sembraron a 5.000 células por centimetro cuadrado en medio
de crecimiento en un matraz T25 (Corning, Corning, NY) y se expandieron a 80% de confluencia. Un matraz T25 que
contenia células se llend al cuello con medio de crecimiento. Las muestras se entregaron a un laboratorio de
citogenética clinica por servicio de mensajeria (el tiempo estimado de laboratorio a laboratorio es de una hora). El
analisis de cromosomas fue realizado por el Centro de Genética Humana y Molecular en la New Jersey Medical
School, Newark, NJ. Las células se analizaron durante la metafase cuando los cromosomas se visualizan mejor. De
veinte células en metafase contadas, cinco se analizaron para el nimero de cariotipo homogéneo normal (dos). Una
muestra de células se caracteriz6 como homogénea si se observaron dos cariotipos. Una muestra de células se
caracterizd como heterogénea si se observaron mas de dos cariotipos. Se contaron y analizaron células en metafase
adicionales cuando se identificd un nimero de cariotipo heterogéneo (cuatro).

El personal de laboratorio de citogenética interpretd que todas las muestras de células enviadas para el analisis de
cromosomas mostraban una apariencia normal. Tres de las dieciséis lineas celulares analizadas mostraron un
fenotipo heterogéneo (XX y XY) que indica la presencia de células derivadas tanto del origen neonatal como
materno (Tabla 5-1). Cada una de las muestras de células se caracterizé como homogénea. (Tabla 5-1).

Tabla 5-1: Resultados de cariotipo de hUTC

Tejido N.° de Células en Células en Numero de Cariotipo
pase metafase metafase cariotipos ISCN
contadas analizadas
Umbilical 23 20 5 2 46, XX
Umbilical 6 20 5 2 46, XY
Umbilical 3 20 5 2 46, XX

El analisis cromosomico identifico el UTC derivado del ombligo cuyos cariotipos parecen normales tal como lo
interpreta un laboratorio clinico citogenético. El analisis del cariotipo también identifico lineas celulares libres de
células maternas, segun lo determinado por cariotipo homogéneo.

Ejemplo 6

Evaluacion por citometria de flujo de marcadores de superficie celular

La caracterizacion de las proteinas de la superficie celular o "marcadores" mediante citometria de flujo puede usarse
para determinar la identidad de una linea celular. La consistencia de la expresion puede determinarse a partir de
multiples donantes y en células expuestas a diferentes procedimientos y condiciones de cultivo. Las lineas celulares
posparto aisladas del ombligo se caracterizaron por citometria de flujo, proporcionando un perfil para la identificacion
de estas lineas celulares.

Las células se cultivaron en medio de crecimiento, en matraces de cultivo de tejidos T75, T150 y T225 tratados con
plasma (Corning, Corning, NY) hasta confluir. Las superficies de crecimiento de los matraces se recubrieron con
gelatina incubando gelatina al 2% (p/v) (Sigma, St. Louis, MO) durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Las células adherentes en los matraces se lavaron en solucidon salina tamponada con fosfato (PBS); (Gibco,
Carlsbad, MO) y separado con tripsina/EDTA (Gibco). Las células se recogieron, se centrifugaron y se
resuspendieron en FBS al 3% (v/v) en PBS a una concentracion celular de 1x10.”/ ml De acuerdo con las
especificaciones del fabricante, se afiadié anticuerpo al marcador de superficie celular de interés (véase a
continuacién) a 100 pl de suspensién celular y la mezcla se incub6 en la oscuridad durante 30 minutos a 4 °C.
Después de la incubacion, las células se lavaron con PBS y se centrifugaron para eliminar el anticuerpo no unido.
Las células se resuspendieron en 500 yl de PBS y se analizaron mediante citometria de flujo. El analisis de
citometria de flujo se realiz6 con un instrumento de calibracion FACS (Becton Dickinson, San Jose, CA).

Se usaron los siguientes anticuerpos para marcadores de superficie celular.

Tabla 6-1: Anticuerpos utilizados en la caracterizaciéon de marcadores de superficie celular de UDC.

Anticuerpo Fabricante Numero de
catalogo
CD10 BD Pharmingen (San Diego, CA) 555375
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CD13 BD Pharmingen 555394
CD31 BD Pharmingen 555446
CD34 BD Pharmingen 555821
CD44 BD Pharmingen 555478
CD45RA BD Pharmingen 555489
CD73 BD Pharmingen 550257
CD90 BD Pharmingen 555596
CD117 BD Pharmingen 340529
CD141 BD Pharmingen 559781
PDGFr-alfa BD Pharmingen 556002
HLA-A, B, C BD Pharmingen 555553
HLA-DR, DP, DQ BD Pharmingen 555558
IgG-FITC Sigma (St. Louis, MO) F—6522
IgG— PE Sigma P—4685

Las células derivadas umbilicales se analizaron en los pases 8, 15y 20.

Para comparar las diferencias entre los donantes, las células derivadas de tejido de cordon umbilical de diferentes
donantes se compararon entre si. Las células derivadas umbilicales cultivadas en matraces recubiertos de gelatina
también se compararon con células derivadas de ombligo cultivadas en matraces no revestidos.

Se compararon cuatro tratamientos utilizados para el aislamiento y la preparacion de células. Células derivadas de
tejido posparto por tratamiento con: 1) colagenasa; 2) colagenasal/dispasa; 3) colagenasa/hialuronidasa; y 4)
colagenasa/hialuronidasa/dispasa se compararon.

Las células derivadas del cordén umbilical en el pase 8, 15 y 20 analizadas mediante citometria de flujo expresaron
todos CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A, B, C, indicados por un aumento de la fluorescencia en
relacion con la IgG controlar. Estas células fueron negativas para CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR,
DP, DQ, indicadas por valores de fluorescencia consistentes con el control de 1gG.

Las células derivadas del cordon umbilical aisladas de donantes separados analizados por citometria de flujo
mostraron positivamente la produccion de CD10, CD13, CD44, CD73, CD90, PDGFr-alfa y HLA-A, B, C, reflejados
en el aumento de los valores de fluorescencia relativo al control de IgG. Estas células fueron negativas para la
produccion de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR, DP, DQ con valores de fluorescencia consistentes
con el control de IgG.

Las células derivadas del corddon umbilical expandidas sobre matraces recubiertos de gelatina y sin recubrimiento
analizadas mediante citometria de flujo fueron todas positivas para la produccion de CD10, CD13, CD44, CD73,
CD90, PDGFr-alfa y HLA-A, B, C, con aumento valores de fluorescencia en relacién con el control de IgG. Estas
células fueron negativas para la produccion de CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR, DP, DQ, con valores
de fluorescencia consistentes con el control de IgG.

El analisis de las células derivadas del cordon umbilical mediante citometria de flujo ha establecido una identidad de
estas lineas celulares. Estas células derivadas del cordon umbilical son positivas para CD10, CD13, CD44, CD73,
CD90, PDGFr-alfa y HLA-A, B, C; y negativo para CD31, CD34, CD45, CD117, CD141 y HLA-DR, DP, DQ. Esta
identidad fue consistente entre las variaciones en variables que incluyen el donante, el pase, el revestimiento de la
superficie del recipiente de cultivo, las enzimas de digestiéon y la capa placentaria. Se observaron algunas
variaciones en la curva del histograma de valores de fluorescencia individuales y se observaron rangos, pero todas
las curvas positivas en todas las condiciones probadas fueron normales y expresaron valores de fluorescencia
mayores que el control de IgG, confirmando asi que las células comprenden una poblacion homogénea, que tiene
expresion positiva del marcador.

Ejemplo 7
Analisis de células por matriz de oligonucleétidos
Se usaron matrices de oligonucledtidos para comparar los perfiles de expresion génica de células derivadas de

placenta y derivadas umbilicales con fibroblastos, células madre mesenquimatosas humanas y otra linea celular
derivada de médula ésea humana. Este analisis proporciond una caracterizaciéon de las células derivadas del
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posparto e identific6 marcadores moleculares Unicos para estas células.

Células derivadas de tejido posparto. Los cordones umbilicales humanos y la placenta se obtuvieron del National
Disease Research Interchange (NDRI, Filadelfia, PA) a partir de partos normales a término completo con el
consentimiento del paciente. Los tejidos se recibieron y las células se aislaron como se describe en el Ejemplo 5
después de la digestion con una mezcla C: D: H. Las células se cultivaron en medio de crecimiento sobre matraces
de cultivo de tejidos de plastico recubiertos de gelatina. Los cultivos se incubaron a 37 °C, 5 % de CO-.

Fibroblastos. Los fibroblastos dérmicos humanos se adquirieron en Cambrex Incorporated (Walkersville, MD,
numero de lote 9F0844) y ATCC CRL-1501 (CCD39SK). Ambas lineas se cultivaron en medio DMEM/F12
(Invitrogen, Carlsbad, CA) con suero bovino fetal al 10% (v/v) (Hyclone) y penicilina/estreptomicina (Invitrogen)). Las
células se cultivaron en plastico estandar tratado con tejido.

Células madre mesenquimatosas humanas (hMSC). Las hMSC se adquirieron en Cambrex Incorporated
(Walkersville, MD; lotes numeros 2F 1655, 2F1656 y 2F1657) y se cultivaron de acuerdo con las especificaciones del
fabricante en MSCGM Media (Cambrex). Las células se cultivaron en plastico cultivado de tejido estandar a 37 °C
con 5% de CO..

Células de médula 6sea de la cresta iliaca humana (ICBM). La médula dsea de cresta iliaca humana se recibio de
NDRI con el consentimiento del paciente. La médula se procesé de acuerdo con el procedimiento descrito por Ho, y
col., (WO03/025149) La médula se mezcld con tampoén de lisis (NH 155 mM),4Cl, 10 mM KHCOs;y EDTA 0,1 mM, pH
7,2) en una proporcion de 1 parte de médula ésea a 20 partes de tampon de lisis. La suspension celular se agité en
vortice, se incub6 durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé durante 10 minutos a 500 x g. El
sobrenadante se descartd y el sedimento celular se resuspendié en Medio Minimo Esencial-alfa (Invitrogen)
complementado con suero fetal bovino al 10% (v/v) y glutamina 4 mM. Las células se centrifugaron nuevamente y el
sedimento celular se resuspendié en medio nuevo. Las células mononucleares viables se contaron usando exclusiéon
con azul tripan (Sigma, St. Louis, MO). Las células mononucleares se sembraron en matraces de cultivo de tejidos
de plastico a 5 x 10* células/cm?. Las células se incubaron a 37 °C con 5% de CO, ya sea en O atmosférico
estandar; o al 5% O,. Las células se cultivaron durante 5 dias sin un cambio de medio. Los medios y las células no
adherentes se eliminaron después de 5 dias de cultivo. Las células adherentes se mantuvieron en cultivo.

Cultivos de células en crecimiento activo se eliminaron de los matraces con un raspador celular en solucion salina
tamponada con fosfato fria (PBS). Las células se centrifugaron durante 5 minutos a 300 x g. El sobrenadante se
elimind y las células se resuspendieron en PBS reciente y se centrifugaron nuevamente. Se eliminé el sobrenadante
y el sedimento celular se congelé inmediatamente y se almacend a -80°C. EI ARNm celular se extrajo y se
transcribié en ADNc. El ADNc se transcribié luego en ARNc y se marcé con biotina. EI ARNc marcado con biotina se
hibridé con matrices de oligonucleétidos Affymetrix GENECHIP HG-U133A (Affymetrix, Santa Clara, CA). Las
hibridaciones y la recopilacion de datos se realizaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante. El analisis
de los datos se realizé utilizando el software informatico "Significance Analysis of Microarrays" (SAM) version 1.21
(Tusher, V.G. y col., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 5116-5121) Las licencias para el software de analisis estan
disponibles a través de la Oficina de Licencias Tecnoldgicas de la Universidad de Stanford, y hay mas informacion
disponible en la World Wide Web en el sitio web del Profesor Tibshirani en el Depto. De Estadisticas de la
Universidad de Stanford.

Catorce poblaciones diferentes de células se analizaron en este estudio. Las células, junto con la informacion del
paso, el sustrato de cultivo y los medios de cultivo se enumeran en la Tabla 7-1. Las lineas celulares se enumeran
por su codigo de identificacion junto con el pase en el momento del andlisis, el sustrato de crecimiento celular y los
medios de crecimiento.

Tabla 7-1: Células analizadas por el estudio de micromatrices.

Poblacién celular N.° de pase Sustrato Medio
Umbilical (022803) 2 Gelatina DMEM, 15 % FBS, 2-BME
Umbilical (042103) 3 Gelatina DMEM, 15 % FBS, 2-BME
Umbilical (071003) 4 Gelatina DMEM, 15 % FBS, 2-BME
Placenta (042203) 12 Gelatina DMEM, 15 % FBS, 2-BME
Placenta (042903) 4 Gelatina DMEM, 15 % FBS, 2-BME
Placenta (071003) 3 Gelatina DMEM, 15 % FBS, 2-BME
ICBM (070203) (5 % O3) 3 Plastico MEM 10 % FBS
ICBM (062703) (std. O2) 5 Plastico MEM 10 % FBS
ICBM (062703 )(5 % O2) 5 Plastico MEM 10 % FBS
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hMSC (Lote 2F1655) 3 Plastico MSCGM

hMSC (Lote 2F1656) 3 Plastico MSCGM

hMSC (Lote 2F1657) 3 Plastico MSCGM

hFibroblasto (9F0844) 9 Plastico DMEM-F12, 10 % FBS
hFibroblasto (CCD39SK) 4 Plastico DMEM-F12, 10 % FBS

Los datos se evaluaron mediante analisis de componentes principales con el software SAM como se describid
anteriormente. El analisis reveld 290 genes que se expresaron en diferentes cantidades relativas en las células

probadas. Este andlisis proporcioné comparaciones relativas entre las poblaciones.

La Tabla 7-2 muestra las distancias euclidianas que se calcularon para la comparacién de los pares de células. Las
distancias euclidianas se basaron en la comparacion de las células basadas en los 290 genes que se expresaron
diferencialmente entre los tipos de células. La distancia euclidiana es inversamente proporcional a la similitud entre
la expresion de los 290 genes. La distancia euclidiana se calculd para los tipos de células usando estos 290 genes
expresados diferencialmente entre los tipos de células. La similitud entre las células es inversamente proporcional a

la distancia euclidiana.

Tabla 7-2. Las distancias euclidianas para los pares celulares.

Par de células

Distancia euclidiana

ICBM-hMSC 24,71
Placenta—umbilical 25,52
ICBM-Fibroblasto 36,44
ICBM—placenta 37,09
Fibroblasto-MSC 39,63
ICBM-Umbilical 40,15
Fibroblasto—Umbilical 41,59
MSC-Placenta 42,84
MSC-Umbilical 46,86
ICBM—placenta 48,41

Las tablas 7-3, 7-4 y 7-5 muestran la expresion de genes aumentados en células derivadas de placenta (Tabla 7-3),
aumentadas en células derivadas de corddon umbilical (Tabla 7-4) y reducidas en corddon umbilical y células

derivadas de placenta (Tabla 7-5).

Tabla 7-3: Genes que aumentan especificamente la expresion en las células derivadas de la placenta

en comparacion con las otras lineas celulares analizadas.

ID del conjunto de Nombre del gen Numero de
sondas acceso en
NCBI
209732 a Lectina de tipo C (dominio de reconocimiento de hidratos de | Arg70642
- carbono dependiente de calcio), superfamilia, miembro 2
(inducida por activacion)
206067 _s_a Tumor de Wilms 1 NM_024426
207016_s_a familia aldehido deshidrogenasa 1, miembro A2 AB015228
206367_a Renina NM_000537
210004_a receptor de lipoproteina de baja densidad oxidada (tipo lectina) 1 | AF035776
214993 a Homo sapiens, clon IMAGEN: 4179671, ARNm, CD parcial AF070642
202178 _a proteina quinasa C, zeta NM_002744
209780 _a proteina hipotética DKFZp564F013 AL136883
204135 _a regulado negativamente en el cancer de ovario 1 NM_014890
213542 a Homo sapiens ARNm; ADNc DKFZp547K1113 (del clon|aj246730
- DKFZp547K1113)
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Tabla 7-4. Tabla 7-4. Los genes que aumentan especificamente su expresion en células derivadas del cordon
umbilical en comparacion con las otras lineas celulares analizadas.

ID del conjunto Nombre del gen Numero de acceso
de sondas en NCBI
202859 x a Interleucina NM_000584
211506_s_a Interleucina 8 AF043337
210222 s_a reticulon 1 BC000314
204470 a ligando de quimioquina (motivo C-X-C) 1 (actividad estimulante del|Nn 001511
~ crecimiento del melanoma -
206336 a ligando quimiocina (motivo C-X-C) 6 (proteina quimiotactica de|npm 002993
- granulocitos 2) -
207850 _a Ligando de quimioquina (motivo C-X-C) 3 NM_002090
203485 a reticulon 1 NM_021136
202644 s a factor de necrosis tumoral, proteina alfa 3 NM_006290

Tabla 7-5: Genes que disminuyeron su expresion en el cordon umbilical y las células placentarias en

comparacion con las otras lineas celulares analizadas.

ID del conjunto Nombre del gen N.° de acceso en
de sondas NCBI
210135 s a estatura corta homeobox 2 AF022654,1
205824 a proteina 2 del choque térmico 27kDa NM_001541,1
209687 a ilzgé?ur}gg eg;aro:qnua:lrggqulna (motivo C-X-C) 12 (factor 1 derivado de U19495.1
203666_a ilzgé?ur}gg e;i;aro:qntglrggqulna (motivo C-X-C) 12 (factor 1 derivado de NM_000609,1
212670_a gl:j::;?) (estenosis adrtica supravalvular, sindrome de Williams- AAAT9278
213381 a SEE?M ggle(-)lgr;)o sapiens; ADNc DKFZp586M2022 (del clon N91149
206201 s a I;;)err;ier:ﬁité%cg del mesénquima (homeobox especifico de detencion del NM_ 0059241
205817 _a Homoélogo 1 de homeobox Sine oculis homeobox (Drosophila) NM_005982,1
209283_a cristalina, alfa B AF007162,1
212793 a activador asociado disheveled de la morfogénesis 2 BF513244
213488 _a Proteina DKFZP586B2420 AL050143,1
209763 _a similar a la neuralina 1 AL049176
205200 _a Tetranectina (proteina de unién al plasmindgeno) NM_003278,1
205743 _a Arbol de homologia src (SH3) y dominio rico en cisteina NM_003149,1
200921 s a Gen 1 de translocacion de células B, antiproliferativo NM_001731,1
206932 _a colesterol 25-hidroxilasa NM_003956,1
204198 s a factor de transcripcion relacionado con runt 3 AA541630
219747 a proteina hipotética FLJ23191 NM_024574 1
204773 a Receptor de interleucina 11, alfa NM_004512,1
202465 _a Potenciador de la procolageno C-endopeptidasa NM_002593,2
203706_s_a Homoélogo de Frizzled 7 (Drosophila) NM_003507,1
212736_a gen hipotético BC008967 BE299456
214587 a Colageno, tipo VIII, alfa 1 BE877796
201645 _a Tenascina C (hexabrachion) NM_002160,1
210239 a proteina 5 iroquois homeobox U90304,1
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ID del conjunto Nombre del gen N.° de acceso en
de sondas NCBI
203903 s_a Hefesto NM_014799,1
205816 _a integrina, beta 8 NM_002214,1
203069 _a glicoproteina sinaptica vesicula 2 NM_014849,1
213909 a ADNCc de Homo sapiens FLJ12280 fis, clon MAMMA1001744 AU147799
206315_a factor 1 similar al receptor de citoquina NM_004750,1
204401 a Eglr::?cly, ;ijbfgrc:t”aizlc')\l, |rr:1ti2rr:1n;cci)|c‘>‘/conductan0|a pequena activado por NM_002250,1
216331_a integrina, alfa 7 AK022548,1
209663_s_a integrina, alfa 7 AF072132,1
213125 a Proteina DKFZP586L151 AW007573
202133 _a coactivador transcripcional con motivo de unién a PDZ (TAZ) AA081084
206511 s_a Homodlogo 2 de homeobox de Sine oculis (Drosophila) NM_016932,1
213435 a Proteina KIAA1034 AB028957,1
206115 _a respuesta de crecimiento temprano 3 NM_004430,1
213707 _s_a Homeobox distal-less 5 NM_005221,3
218181 s a proteina hipotética FLJ20373 NM_017792,1
209160_a Ijaens]ﬂli?jr:éi%::;?ti;%dﬁ;:tasa 1, miembro C3 (3-alfa hidroxiesteroide ABO18580 1
213905 x_a Biglicano AA845258
201261 x_a Biglicano BC002416,1
202132 _a coactivador transcripcional con motivo de unién a PDZ (TAZ) AA081084
214701 s_a fibronectina 1 AJ276395,1
213791 _a Proencedalina NM_006211,1
205422 s a Integrina, de tipo beta 1 (con dominios de repeticion similares a EGF) NM_004791,1
214927 a ésgg”vclisegomo sapiens de insercion completa clon de ADNc AL359052.1
1968422
206070_s_a EphA3 AF213459,1
212805_a Proteina KIAAQ367 AB002365,1
219789 a E:gﬁgéo;tr%ﬂatﬁigggo ge)xtrluretlco C/guanilato ciclasa C (receptor AI628360
219054 a proteina hipotética FLJ14054 NM_024563,1
213429 a gEl;l;npsscieBz 2l-§;mo sapiens; ADNc DKFZp564B222 (del clon AW025579
204929 s a proteina de membrana asociada a vesiculas 5 (miobrevina) NM_006634,1
201843 s a Proteina de matriz extracelular similar a fibulina que contiene EGF 1 NM_004105,2
221478 _a BCL2/adenovirus E1B 19kDa proteina de interaccion de tipo 3 AL132665,1
201792_a AE proteina de union 1 NM_001129,2
204570 _a subunidad Vlla del polipéptido 1 de la citocromo c oxidasa (musculo) NM_001864,1
201621 _a neuroblastoma, supresién de tumorigenicidad 1 NM_005380,1
202718_a ll:lgc:el’na 2 de unién al factor de crecimiento similar a la insulina, 36 NM_000597,1

Las tablas 7-6, 7-7 y 7-8 muestran la expresion de genes aumentados en fibroblastos humanos (Tabla 7-6), células

ICBM (Tabla 7-7) y MSC (Tabla 7-8).

Tabla 7-6: Genes que se incrementaron en expresion en fibroblastos en comparacioén con las otras lineas

celulares analizadas
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Fosfatasa 2 de especificidad doble
Proteina KIAA0922
ADNc de Homo sapiens: FLJ23224 fis, clon ADSU02206

dineina, polipéptido intermedio 1, citoplasmatico

ankirina 3, nodo de Ranvier (ankirina G)

inhibina, beta A (activina A, activina AB polipéptido alfa)

Ectonucledtido pirofosfatasa / fosfodiesterasa 4 (funcion putativa)
Proteina KIAA1053

Proteina 1A asociada a los microtibulos

Proteina 41 del dedo de cinc

Proteina HSPC019

ADNc de Homo sapiens: FLJ23564 fis, clon LNG10773

ARNmM de Homo sapiens; ADNc DKFZp434M0435 (del clon DKFZp564A072)

Proteina LIM (similar al enigma de unién a la proteina quinasa C de rata)

Inhibidor del potenciador del gen del polipéptido ligero kappa en células B, proteina asociada al
complejo quinasa

Proteina hipotética FLJ22004

Secuencia de ARNm humano (clon CTG-A4)

EST, moderadamente similares al factor 2 similar al receptor de citocinas; precursor del receptor

CRL2 de citocinas [Homo sapiens]

Factor transformante de crecimiento, beta 2
Proteina hipotética MGC29643

Antigeno identificado por el anticuerpo monoclonal MRC OX-2

Posible proteina de retinopatia ligada a X

Tabla 7-7: Genes que se incrementaron en expresion en células derivadas de ICBM en comparacion con las otras
lineas celulares analizadas

« proteina repetitiva de anquirina cardiaca
* Region ORF del MHC de clase |
* Integrina alfa10

* Proteina hipotética FLJ22362
» UDP-N-acetil-alfa—D—galactosamina: polipéptido N - acetilgalactosaminiltransferasa 3 (GalNAc — T3)

* proteina 44 inducida por interferén

* SRY (region determinante del sexo Y) -box 9 (displasia campomelic, reversion sexual autosémica)

« proteina 1-1 asociada a la queratina

* similar a la hipocalcina 1

* dentada 1 (sindrome de Alagille)

* Proteoglicano 1, granulo secretor

Tabla 7-8: Genes que se incrementaron en expresion en células MSC en comparacion con las otras lineas celulares
analizadas

* Interleucina 26

*maltasa-glucoamilasa (a-glucosidasa)
» subfamilia del receptor nuclear 4, grupo A, miembro 2

» homdlogo de oncogén viral del osteosarcoma murino v-fos
FBJ
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» proteina hipotética DC42

» subfamilia del receptor nuclear 4, grupo A, miembro 2

» homdlogo de oncogén B de osteosarcoma murino FBJ

* WNT1 proteina de via de sefalizacion inducible 1

» Secuencia transformante derivada de la linea celular
MCF.2

» canal de potasio, subfamilia K, miembro 15

» homeoproteina de clase emparejada de cartilago 1
 ADNc de Homo sapiens FLJ12232 fis, clon
MAMMA1001206

» ADNc de Homo sapiens FLJ34668 fis, clon LIVER2000775
* protooncogén jun B

* LLC de células B/linfoma 6 (proteina en dedo de cinc 51)

» proteina en dedo de cinc 36, tipo C3H, homdlogo (ratén)

Este ejemplo se realizd para proporcionar una caracterizacion molecular de las células derivadas del cordon
umbilical y la placenta. Este andlisis incluyd células derivadas de tres cordones umbilicales diferentes y tres
placentas diferentes. El estudio también incluy6 dos lineas diferentes de fibroblastos dérmicos, tres lineas de células
madre mesenquimatosas y tres lineas de células de médula ésea de cresta iliaca. EI ARNm que se expresé por
estas células se analizé en un conjunto de oligonucleétidos GENECHIP que contenia sondas de oligonucledtidos
para 22,000 genes.

El analisis reveld que las transcripciones de 290 genes estaban presentes en diferentes cantidades en estos cinco
tipos de células diferentes. Estos genes incluyen diez genes que aumentan especificamente en las células derivadas
de la placenta y siete genes especificamente aumentados en las células derivadas del cordon umbilical. Se encontré
que cincuenta y cuatro genes tenian niveles de expresion especificamente mas bajos en células derivadas de tejido
de corddn umbilical y derivadas de placenta.

Ejemplo 8
Caracterizacion inmunohistoquimica de los fenotipos celulares

Los fenotipos de las células encontradas dentro del tejido del corddon umbilical humano se analizaron mediante
inmunohistoquimica.

El tejido del cordon umbilical humano se recogio y la inmersion se fij6 en paraformaldehido al 4% (p/v) durante la
noche a 4 °C. La inmunohistoquimica se realizdé usando anticuerpos dirigidos contra los siguientes epitopos (véase
la Tabla 8-1): vimentina (1: 500; Sigma, St. Louis, MO), desmina (1: 150, contra conejo; Sigma; o 1: 300, contra
ratén; Chemicon, Temecula, CA), alfa -actina de musculo liso (SMA; 1: 400; Sigma), citoqueratina 18 (CK18; 1: 400;
Sigma), factor de von Willebrand (VWF; 1: 200; Sigma) y CD34 (humano CD34 clase llI; 1: 100 ; DAKOCytomation,
Carpinteria, CA). Ademas, se probaron los siguientes marcadores: GROalfa-PE antihumano (1: 100; Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ), GCP-2 antihumano (1: 100; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA), receptor de LDL
oxidado antihumano 1 (ox-LDL R1; 1: 100; Santa Cruz Biotech) y anti-NOGO-A humano (1: 100; Santa Cruz
Biotech). Las muestras fijas se cortaron con un bisturi y se colocaron dentro del compuesto de inclusion OCT
(Tissue-Tek OCT, Sakura, Torrance, CA) en un bafio de hielo seco que contenia etanol. A continuacion, los bloques
congelados se seccionaron (10 um de espesor) usando un criostato estandar (Leica Microsystems) y se montaron
en portaobjetos de vidrio para tincion.

La inmunohistoquimica se realizé6 de forma similar a estudios previos. (por ejemplo, Messina y col., Exper. Neurol.,
2003; 184: 816-829) Las secciones tisulares se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se
expusieron a una solucion de bloqueo de proteinas que contenia PBS, suero de cabra al 4% (v/v) (Chemicon,
Temecula, CA) y Triton al 0,3% (v/v) (Triton X-100; Sigma) durante 1 hora para acceder a los antigenos
intracelulares. En los casos en que el epitopo de interés estaria ubicado en la superficie de la célula (CD34, ox-LDL
R1), se omiti6 el tritén en todas las etapas del procedimiento para evitar la pérdida de epitopos. Ademas, en los
casos en que el anticuerpo primario se generd contra cabra (GCP-2, ox-LDL R1, NOGO-A), se utilizé suero de burro
al 3% (v/v) en lugar de suero de cabra durante todo el procedimiento. Los anticuerpos primarios, diluidos en solucion
de bloqueo, se aplicaron entonces a las secciones durante un periodo de 4 horas a temperatura ambiente. Se
eliminaron las soluciones de anticuerpos primarios, y los cultivos se lavaron con PBS antes de la aplicacion de
soluciones secundarias de anticuerpos (1 hora a temperatura ambiente) que contenian bloque junto con IgG de
cabra anti-ratéon Texas Red (1: 250; Molecular Probes, Eugene, OR) y/o IgG de cabra anti-conejo Alexa 488 (1: 250;
Sondas moleculares) o IgG-FITC de cabra anti-cabra (1: 150; Santa Cruz Biotech). Los cultivos se lavaron, y se
aplicaron 10 micromolar DAPI (Molecular Probes) durante 10 minutos para visualizar los nucleos celulares.

Después de la inmunotincién, se visualizé la fluorescencia usando el filtro de fluorescencia apropiado en un
microscopio epifluorescente invertido Olympus (Olympus, Melville, NY). La tinciéon positiva se representd mediante
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sefial de fluorescencia por encima de la tincion de control. Las imagenes representativas se capturaron utilizando
una camara de video digital en color y el software ImagePro (Media Cybernetics, Carlsbad, CA). Para muestras
tefidas por triplicado, cada imagen fue tomada usando solo un filtro de emision a la vez. Los montajes en capas se
prepararon con el software Adobe Photoshop (Adobe, San Jose, CA).

Tabla 8-1: Resumen de los anticuerpos principales utilizados

Anticuerpo Concentracion  Proveedor

Vimentina 1:500 Sigma, St. Louis, MO
Desmina (rb) 1:150 Sigma

Desmina (m) 1:300 Chemicon, Temecula, CA
alfa-actina de musculo liso (SMA) 1:400 Sigma

Citoqueratina 18 (CK18) 1:400 Sigma

factor von Willebrand (VWF) 1:200 Sigma

CD34 1l 1:100 DakoCytomation, Carpinteria, CA
GROalfa-PE 1:100 BD, Franklin Lakes, NJ
GCP-2 1:100 Santa Cruz Biotech
Ox-LDL R1 1:100 Santa Cruz Biotech
NOGO-A 1:100 Santa Cruz Biotech

Los marcadores de vimentina, desmina, SMA, CK18, VWF y CD34 se expresaron en un subconjunto de las células
encontradas dentro del cordén umbilical (datos no mostrados). En particular, la expresion de vVWF y CD34 estaba
restringida a los vasos sanguineos contenidos dentro de la médula. Las células CD34 + estaban en la capa mas
interna (lado del lumen). La expresion de vimentina se encontré en toda la matriz y los vasos sanguineos del cordén.
La AME se limitd a la matriz y las paredes externas de la arteria y la vena, pero no se contuvo dentro de los vasos
mismos. CK18 y desmina se observaron solo dentro de los vasos, la desmina se restringié a las capas media y
externa.

Ninguno de estos marcadores se observé dentro del cordén umbilical (datos no mostrados).

La vimentina, la desmina, la actina del muasculo liso alfa, la citoqueratina 18, el factor de von Willebrand y el CD 34
se expresan en células del corddn umbilical humano. Residencia en in vitro estudios de caracterizacién que
muestran que solo se expresan vimentina y alfa-actina de musculo liso, los datos sugieren que el procedimiento
actual de aislamiento celular derivado del cordén umbilical recolecta una subpoblacién de células o que las células
aisladas cambian la expresion de marcadores para expresar vimentina y alfa-lisa actina muscular.

Ejemplo 9
Secrecion de factores tréficos

Se midié la secrecion de factores tréficos seleccionados de UTC. Se seleccionaron los factores que tienen actividad
angiogénica por ejemplo, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Rosen y col., Ciba Found. Symp., 1997; 212:
215-26); proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) (Salcedo y col., Blood, 2000; 96; 34-40); interleucina-8 (IL-
8) (Li y col., J. Immunol., 2003; 170: 3369-76); factor de crecimiento de queratinocitos (KGF); factor de crecimiento
de fibroblastos basico (bFGF); factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Hughes y col., Ann. Thorac. Surg.
2004; 77: 812-8); inhibidor tisular de metaloproteinasa de matriz 1 (TIMP1); angiopoyetina 2 (ANGZ2); factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFbb); trombopoyetina (TPO); factor de crecimiento epidérmico de unién a
heparina (HB-EGF); factor 1 derivado del estroma (SDF-1alfa), actividad neurotréfica/neuroprotectora (factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Cheng y col., Dev. Biol., 2003; 258; 319-33); interleucina-6 (IL-6); proteina
quimiotactica de granulocitos-2 (GCP-2); factor de crecimiento transformante beta2 (TGFbeta2)); o actividad de
quimiocinas (proteina inflamatoria de macrofagos 1 alfa (MIP1 alfa), proteina inflamatoria de macrofagos 1 beta
(MIP1beta), quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), Rantes (regulado en la activacion, células T normales
expresadas y secretadas); 1309; timo y la quimiocina regulada por activacion (TARC); Eotaxina; quimiocina derivada
de macréfagos (MDC); y (IL-8).

Las células derivadas del cordén umbilical, asi como fibroblastos humanos derivados del prepucio neonatal humano,
se cultivaron en medio de crecimiento sobre matraces T75 revestidos con gelatina. Las células se crioconservaron
en el pase 11 y se almacenaron en nitrogeno liquido. Después de descongelar, se afiadid medio de crecimiento a las
células, seguido de transferencia a un tubo de centrifuga de 15 ml y centrifugacion de las células a 150 x g durante 5
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minutos. El sedimento celular se resuspendié en 4 ml de medio de crecimiento, y las células se contaron. Las células
fueron sembradas a 5.000 células/cm? en matraces T75 que contienen cada uno 15 ml de medio de crecimiento y se
cultivaron durante 24 horas. El medio se cambié a un medio sin suero (DMEM-glucosa baja (Gibco), seroalbumina
bovina al 0,1% (p/v) (Sigma), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml, Gibco) ) durante 8 horas. Se recogi6
medio sin suero acondicionado al final de la incubacion mediante centrifugacion a 14,000 x g durante 5 minutos y se
almaceno a -20°C.

Para estimar el nimero de células en cada matraz, las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) y se separaron usando 2 ml de tripsina/EDTA (Gibco). La actividad de tripsina se inhibié mediante la adicion
de 8 ml de medio de crecimiento. Las células se centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos. El sobrenadante se
eliminé y las células se resuspendieron en 1 ml de medio de crecimiento. El nimero de células se estimd con un
hemocitometro.

Las células se cultivaron a 37 °C en 5% de CO- y oxigeno atmosférico. La cantidad de MCP-1, IL-6, VEGF, SDF-1
alfa, GCP-2, IL-8 y TGF-beta2 producida por cada muestra de células se determind mediante ELISA (R & D
Systems, Minneapolis, Mn). Todos los ensayos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
valores presentados son picogramos por ml por millén de células (n = 2, sem).

Se midieron quimiocinas (MIP1alfa, MIP1beta, MCP-1, Rantes, 1309, TARC, Eotaxina, MDC, IL8), BDNF y factores
angiogénicos (HGF, KGF, bFGF, VEGF, TIMP1, ANG2, PDGFbb, TPO, HB-EGF utilizando matrices protedmicas
SearchLight (Pierce Biotechnology Inc.). Las matrices protedmicas son ELISA sandwich multiplexadas para la
mediciéon cuantitativa de dos a dieciséis proteinas por pozo. Las matrices se producen detectando un patrén de 2 x
2, 3 x 3 04 x 4. de cuatro a dieciséis anticuerpos de captura diferentes en cada pocillo de una placa de 96 pocillos.
Siguiendo un procedimiento de ELISA tipo sandwich, se toma una imagen de la placa completa para capturar la
sefal quimioluminiscente generada en cada punto dentro de cada pocillo de la placa. es proporcional a la cantidad
de proteina diana en el estandar o muestra original.

MCP-1 e IL-6 fueron secretadas por PPDC derivados del ombligo y fibroblastos dérmicos (Tabla 9-1). SDF-1alpha 'y
GCP-2 fueron secretados por fibroblastos. GCP-2 e IL-8 fueron secretados por PPDC derivados de ombligo. TGF-
beta2 no se detectd de ningun tipo de célula por ELISA.

Tabla 9-1. Resultados de ELISA: Deteccion de factores tréficos

MCP-1 IL-6 VEGF | SDF-1a GCP-2 IL-8 TGF-beta2
Fibroblasto 17 £ 1 61+3 29+2 | 19%1 21 +1 ND ND
Umbilical (022803) 1150 £ 74 | 4234 + 289 ND ND 160+ 11 | 2058 + 145 ND
Umbilical (071003) 2794 +84 | 1356 +43 ND ND 2184 +98 | 2369+ 23 ND
Clave: ND: No detectado., =/- sem

Ensayo ELISA multiplexado Searchlight™. TIMP1, TPO, KGF, HGF, FGF, HBEGF, BDNF, MIP1beta, MCP1,
RANTES, 1309, TARC, MDC, e IL-8 se secretaron de PPDC derivados de ombligo (tablas 9-2 y 9-3). No se
detectaron Ang2, VEGF o PDGFbb.

Tabla 9-2. Resultados del ensayo ELISA multiplexado Searchlight™

TIMP1 ANG2 | PDGFbb TPO KGF HGF FGF VEGF HBEGF BDNF
hFB 19306,3 ND ND 230,5 5,0 ND ND 27,9 1,3 ND
U1 57718,4 ND ND 1240,0 5,8 559,3 | 148,7 ND 9,3 165,7
u3 21850,0 ND ND 1134,5 9,0 195,6 30,8 ND 54 388,6

Clave: hFB (fibroblastos humanos), U1 (PPDC derivadas umbilicales (022803)), U3 (PPDC derivadas umbilicales
(071003)), ND: No Detectado.

Tabla 9-3. Resultados del ensayo ELISA multiplexado Searchlight™

MiIP1a MIP1b MCP1 RANTES |1309 TARC Eotaxina |MDC IL8
hFB |ND ND 39,6 ND ND 0,1 ND ND 2049
Ut (ND 8,0 1694,2 ND 22,4 37,6 ND 18,9 51930,1
U3 |ND 5,2 2018,7 41,5 11,6 21,4 ND 4,8 10515,9
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Clave: hFB (fibroblastos humanos), U1 (PPDC derivadas umbilicales (022803)), U3 (PPDC derivadas umbilicales
(071003)), ND: No Detectado

Las células derivadas de umbilicales secretaron una cantidad de factores troficos. Algunos de estos factores tréficos,
como HGF, bFGF, MCP-1 e IL-8, desempefian papeles importantes en la angiogénesis. Otros factores tréficos,
como BDNF e IL-6, tienen papeles importantes en la regeneracion o proteccion neuronal.

Ejemplo 10
Ensayo de actividad de la telomerasa

La telomerasa funciona para sintetizar repeticiones teloméricas que sirven para proteger la integridad de los
cromosomas y para prolongar la vida replicativa de las células (Liu, K, y col., PNAS, 1999; 96: 5147-5152) La
telomerasa consta de dos componentes, la plantila de ARN de telomerasa (hTER) y la transcriptasa inversa de
telomerasa (hTERT). La regulacidon de la telomerasa se determina mediante la transcripcion de hTERT pero no
hTER. La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) para el ARNm de hTERT es, por lo tanto, un
procedimiento aceptado para determinar la actividad de la telomerasa de las células.

Aislamiento celular

Se realizaron experimentos de PCR en tiempo real para determinar la producciéon de telomerasa de células
derivadas de tejido de cordon umbilical humano. Se prepararon células derivadas de tejido de cordon umbilical
humano de acuerdo con los ejemplos anteriores y los ejemplos expuestos en la patente de Estados Unidos n..°
7,510,873. En general, los cordones umbilicales obtenidos del National Disease Research Interchange (Filadelfia,
Pensilvania) después de una administracion normal se lavaron para eliminar la sangre y los desechos y se
disociaron mecanicamente. El tejido se incubd luego con enzimas de digestion que incluyen colagenasa, dispasa e
hialuronidasa en medio de cultivo a 37 °C. Se cultivaron células derivadas de tejido de cordén umbilical humano de
acuerdo con los procedimientos expuestos en los ejemplos de la solicitud '012. Las células madre mesenquimatosas
y los fibroblastos dérmicos normales de la piel (cc-2509 lote # 9F0844) se obtuvieron de Cambrex, Walkersville,
Maryland. Una célula celular pluripotencial de células embrionarias testiculares (teratoma) nTera-2 (NTERA-2 cl.Dl)
(Ver, Plaia y col., Stem Cells, 2006; 24 (3): 531-546) se compr6 a ATCC (Manassas, Virginia) y se cultivd de acuerdo
con los procedimientos establecidos en la patente de Estados Unidos n.° 7.510,873.

Aislamiento total de ARN

El ARN se extrajo de las células usando el kit RNeasy® (Qiagen, Valencia, CA). El ARN se eluy6 con 50 pl de agua
tratada con DEPC y se almacend a -80 °C. El ARN se transcribié de forma inversa usando hexameros aleatorios con
los reactivos de transcripcion inversa TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) a 25 °C durante 10 minutos,
37 °C durante 60 minutos y 95 °C durante 10 minutos. Las muestras se almacenaron a -20 °C.

PCR en tiempo real

La PCR se realizé en muestras de ADNc utilizando Applied Biosystems Assays-On-Demand ™ (también conocido
como TagMan® Gene Expression Assays) de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Applied Biosystems).
Este kit comercial es ampliamente utilizado para analizar la telomerasa en células humanas. Brevemente, se
mezclaron hTert (gen de telomerasa humana) (Hs00162669) y GAPDH humano (un control interno) con ADNc y
mezcla maestra TagMan® Universal PCR usando un sistema de deteccion de secuencia 7000 con software ABI
prism 7000 SDS (Applied Biosystems). Las condiciones del ciclo térmico fueron inicialmente 50 °C durante 2 minutos
y 95 °C durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. Los
datos de PCR se analizaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Las células derivadas de tejido de corddn umbilical humano (nimero de acceso ATCC PTA-6067), fibroblastos y
células madre mesenquimatosas se analizaron para determinar el ARN hTert y el ARN 18S. Como se muestra en la
Tabla 10-1, hTert, y por lo tanto la telomerasa, no se detectd en células derivadas de tejido de corddn umbilical
humano.

Tabla 10-1
hTert ARN 18S
Células umbilicales (022803) ND +
Fibroblastos ND +
ND- no detectado; + sefial detectada

Se analizaron células derivadas de tejido de cordon umbilical humano (aislado 022803, nimero de acceso ATCC
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PTA-6067) y células nTera-2 y los resultados no mostraron expresion de la telomerasa en dos lotes de células
derivadas de tejido de cordon umbilical humano mientras que la célula de teratoma la linea revel6 un alto nivel de
expresion (Tabla 10-2).

Tabla 10-2
Tipo de célula hTert GAPDH hTert norm
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
nTera2 25,85 27,31 16,41 16,31 0,61
022803 - - 22,97 22,79 -

Por lo tanto, se puede concluir que las células derivadas de tejido umbilical humano de la presente invencién no
expresan telomerasa.

Ejemplo 11
Crecimiento de UTC en microvehiculos en reactor de matraz de centrifugacion con impulsor

Materiales y procedimientos

Células. Las células del lote CBAT # 050604B pase 8 células se descongelaron y se expandieron en un matraz 7225
para un pase.

Microvehiculos. Se hidrataron perlas microvehiculos Cytodex® 3 (GE Healthcare Life Sciences, n.° de cat. 17-0485)
en PBS durante al menos 3 horas y se sometieron a autoclave.

Matraces de centrifugacion. Matraz de centrifugacion con conjunto de impulsor de cojinete superior interno, 100 ml y
250 ml (Bellco, Inc.).

Confluencia. La confluencia se define como que aproximadamente el 90% de los microvehiculos observados en un
campo de microscopia representativo tienen mas de aproximadamente el 60% de su superficie cubierta con células.

Pase. El pase se define como la inoculacién de un matraz giratorio que contiene microvehiculos frescos con una
parte alicuota de microvehiculos confluentes obtenidos a partir de un cultivo de matraz giratorio separado.

Inoculacion y Cultivo. Las células se recogieron del matraz T225 mediante tripsina y se afiadieron partes alicuotas
de 4,0E + 06 a 330 mg de microesferas en un impulsor de 100 ml o un matraz giratorio de varilla de vidrio que
contenia 40 ml de medio. Los frascos se enjuagaron con 5% de CO; gas durante 1 minuto antes de la incubacion. La
frecuencia de velocidad del inéculo fue 30 rpm durante 2 minutos cada 30 minutos durante 8 horas. A las ocho
horas, el volumen del medio se aumenté a 100 ml y la velocidad del rotor se ajustd a rotacion continua de 45 rpmy
se incubd a 37 °C.

Pase. Pase 1- (matraz de 100 ml a 250 ml) Las células se cultivaron durante ocho dias. Todos los microvehiculos
del matraz de 100 ml se recogen y se dejan separar del medio por gravedad. Se aspiré el medio y se volvieron a
suspender los microvehiculos en 10 ml de medio fresco. Después de pipetear para asegurar una distribucion
uniforme, se extrajeron 5 ml de medio con microvehiculos y se entregaron en un matraz giratorio de 250 ml.
Aproximadamente 660 mg de microvehiculos y medios Cytodex® 3 hidratados y tratados en autoclave también se
afadieron al matraz. El volumen del medio se aument6 a 200 ml y los matraces se limpiaron con un 5% de CO; gas
durante 1 minuto antes de la incubacion. La velocidad del rotor se ajusté a rotaciéon continua de 45 rpm y se incubd a
37 °C. Las células restantes se recogieron mediante tripsinizacion y se contaron usando un instrumento Guava PCA
(Guava Technologies, Hayward, CA).

Pase 2 - (matraz de 250 ml a 250 ml) Las células se cultivaron durante seis dias. Todos los microvehiculos del
matraz de 250 ml se recogen y se dejan separar del medio por gravedad. Se aspird el medio y se volvieron a
suspender los microvehiculos en 25 ml de medio nuevo. Después de pipetear para asegurar una distribucion
uniforme, se extrajeron 5 ml de medio con microvehiculos y se entregaron en un matraz giratorio de 250 ml.
Aproximadamente 660 mg de microvehiculos y medios Cytodex® 3 hidratados y tratados en autoclave también se
afadieron al matraz. El volumen del medio se aumentd a 200 ml y los matraces se limpiaron con un 5% de CO; gas
durante 1 minuto antes de la incubacion. La velocidad del rotor se ajusté a rotacion continua de 45 rpm y se incubd a
37 °C. Las células restantes se recogieron mediante tripsinizacion y se contaron usando un instrumento Guava PCA.

Intercambio de medios. Los matraces de centrifugacion se retiraron del cultivo y los microvehiculos se dejaron
sedimentar por gravedad hasta el fondo del matraz. Aproximadamente la mitad del volumen del medio se eliminé por

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2667573 T3

aspiracion y se reemplazo con un volumen igual de medio fresco. Los matraces se limpiaron con un 5% de CO; gas
durante 1 minuto y regreso a la cultura. El intercambio de medios se realizo el dia 1 y el dia 4.

Tincién de viabilidad. Se retird una alicuota de 1 ml del matraz y se dejé sedimentar a los microvehiculos por
gravedad. El medio se elimind por aspiracion y se reemplazé con 1 ml de solucion de tincion de vivas/muertas
(Molecular Probes, n.° de catalogo L3224) y se incubd durante 15 minutos a 37°C. Después de la incubacion, se
aplicé una alicuota de 20 microlitros a un portaobjetos de vidrio y se observé microscopia fluorescente. Las células
vivas se tifien de verde, las células muertas se tifien de rojo. Los campos microscopicos se analizaron manualmente
para evaluar la distribucion y la proporcién de células vivas y muertas adheridas a los microvehiculos. Se evaluaron
al menos tres campos microscépicos y se conto el porcentaje aproximado de células viables.

Cosecha celular. Se recogieron microvehiculos del matraz de centrifugacion, se lavaron tres veces en PBS y se
distribuyeron uniformemente entre dos tubos cénicos de 50 ml. Cada tubo se incubé con 25 ml de tripsina durante 10
minutos a 37°C. Los tubos se llevaron a un volumen de 50 ml con PBS y los microvehiculos se dejaron sedimentar
por gravedad. Las células que contenian sobrenadante se recogieron por aspiracion y se transfirieron a tubos
conicos de 50 ml previamente llenados con 2,5 ml de FBS (produciendo una solucién de FBS al 5% para inactivar la
tripsina). Este procedimiento se repitid cuatro veces con cada fraccion recogida por separado. Todas las células
recogidas se centrifugaron, se resuspendieron en medio de crecimiento que contenia suero, y las células se
contaron usando un instrumento Guava PCA.

Cultivo estatico en matraz T. Se utiliza una alicuota de células recolectadas del matraz T225 para sembrar dos
matraces T225 y se incuban durante cuatro dias utilizando los procedimientos indicados en la solicitud de patente de
Estados Unidos n.° 10/877012. Las células fueron cosechadas y analizadas por citometria de flujo

Citometria de flujo. Las células cosechadas se analizaron mediante citometria de flujo usando un instrumento
Becton-Dickinson FACSCalibur ™ (Becton Dickinson, San Jose, CA) para determinar el perfil marcador de la
superficie celular. Todos los anticuerpos adquiridos de BD PharMingen (San Diego, CA).

Resultados

Cosecha celular. La Tabla 11-1 muestra las fracciones de cosecha, los rendimientos celulares y la viabilidad por
pase de la linea celular UTC 050604B expandida desde el pase nueve al pase once en microvehiculos Cytodex® 3
en cultivos de matraces de centrifugacion.

Tabla 11-1: Cosecha celular

N.° de pase Fracciones Células totales P.ron.1fedio de
viabilidad (%)

Inoculacion 4 2,85 x107 99,7 £+ 0,19

1 9,34 x107 99,2 +2,65

2 8,80 x107 94,4 +1,92

Cinética celular. La Tabla 11-2 muestra la cinética de crecimiento de la linea de células UTC 050604B expandida
desde el pase nueve al pase once en microvehiculos Cytodex® 3 en cultivos de matraces con agitador. La tabla
muestra que el total de duplicaciones fue 7.48, y el promedio de horas por duplicado fue de 69.53 (+ 17,52) horas.

Tabla 11-2: Cinética celular

Pase Sembradas |rendimiento |Dias | Expansion Duplicacion |Horas/duplicacion
2,00x108 0 1

Inoculacion 2,00x10° 2,85x107 8 14,3 3,83 50,09

1 2,85x107 9,34x107 6 3,28 1,71 84,12

2 2,30x107 8,80x107 6 3,83 1,94 74,39

Tincién de vivas/muertas.. El analisis de la alicuota del microvehiculo tefiido vivo/muerto muestra la mayoria de las
superficies del microvehiculo cubiertas con células tefiidas de verde (viables) con escasos focos de nucleos tefiidos
de rojo (muertos). Las células exhiben una morfologia similar a la morfologia de las células cultivadas en
condiciones estaticas.

Anédlisis de citometria de flujo. La Tabla 11-3 muestra los resultados ("+ positivo" o "negativo") para marcadores de
superficie celular expresados por células derivadas de tejido umbilical humano (hUTC) cosechadas microvehiculos
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en matraces de centrifugacion versus hUTC cosechadas del cultivo en matraces T estaticos. La tabla muestra que
los marcadores expresados por las células producidas por los dos procedimientos fueron consistentes.

Tabla 11-3: Comparacion de la expresion de proteinas de la superficie celular por células Umb 050604B expandidas
en matraces T estaticos o en microvehiculos Cytodex® 3 en sistemas de matraces de centrifugacion y analizadas
mediante citometria de flujo

Marcador de superficie celular Frascos T estaticos Microvehiculos Cytodex 3®
CD 10 (+) +)
CD 13 (+) +)
CD 31 (=) (=)
CD 34 (=) (=)
CD 44 (+) (+)
CD 45 (=) (=)
CD73 (+) (+)
CD 90 (+) (+)
CD 117 (=) (=)
CD 141 (=) (=)
PDGFr-a (+) (+)
HLA-AB,C (+) (+)
HLA-DR,DP,DQ (-) (-)

Conclusién: Se cultivaron células derivadas de tejido umbilical humano (hUTC) en microvehiculos Cytodex® 3 en
biorreactores de matraz con agitador impulsor. Las células lograron 7.48 duplicaciones de poblacion durante mas de
veinte dias y tuvieron un tiempo medio de duplicacion de la poblacién de 69 horas. La viabilidad celular por pase
vario de 94.4% a 99.7%. El analisis para la expresion de trece marcadores de superficie celular en hUTC cultivadas
en microvehiculos fue consistente con la expresion del marcador de superficie celular por hUTC cultivadas en
matraces T de cultivo celular. Este ejemplo indica que los microvehiculos pueden usarse para sembrar, expandir y
cosechar hUTC en sistemas de biorreactores.

Ejemplo 12

Crecimiento de células hUTC expandidas sobre MGSA recubierto de colageno y microvehiculos PLGA en
matraces de centrifugacion

Se investigd la capacidad de hUTC para unir materiales fabricados con biomateriales sintéticos reabsorbibles con un
revestimiento de colageno, incluida la capacidad de mantener la viabilidad en el cultivo de matraces centrifugos y de
proliferar al volver a sembrar en cultivo estatico. Los hUTC expandidos se sembraron en microvehiculos de poli (D,
L-lactido-co-glicolida) (PLGA) y poli (monoestearoilglicérido co-succinico) (MGSA) recubiertos o no recubiertos de
colageno. Los microvehiculos con células se cultivaron en matraces de centrifugacion durante cinco dias, se
recogieron mediante tripsinizacion y se volvieron a sembrar en cultivos estaticos.

Materiales y procedimientos

Tabla 12-1 Microvehiculos

Microvehiculo Fabricante Procedimiento Tamano
del proceso promedio (um)
PLGA (50/50) IV 0,43 | Alkermes (Willington, OH) SCF 158
MGSA | Ethicon (Somerville, NJ) SCF 195

Preparacion de microvehiculos. Humectacion de microvehiculos: Aproximadamente 1 g de cada uno de los
microvehiculos de MGSA y PLGA se suspendieron asépticamente en 25 ml de etanol al 70% durante 30 minutos
para humedecer los microvehiculos. El etanol se elimind por aspiracion y los microvehiculos se enjuagaron tres
veces con PBS y se volvieron a suspender 25 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) de Dulbecco).
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Recubrimiento de colageno Los microvehiculos en hiumedo (PBS) se granularon mediante centrifugacion, el PBS se
eliminé mediante aspiracion y los microvehiculos se resuspendieron en una solucién de colageno al 2,9% (Vitrogen
1000, Cohesion, Inc. Palo Alto, CA). Los microvehiculos se incubaron en colageno durante 30 minutos. El colageno
residual se elimind por aspiracion y las microparticulas recubiertas de colageno se lavaron tres veces con PBS.

Tabla 12-2 Cantidades de microvehiculos utilizadas.

Microvehiculo Miligramo |N.° células
sembradas

PLGA (50/50) sin recubrimiento 260 3,50 x 106

PLGA (50/50) con recubrimiento 260 350 x 106

MGSA | sin recubrimiento 330 3,50 x 106

MGSA | con recubrimiento 330 3,50 x 108

Inoculacion y cultivo. Los materiales, tipo de célula, medio de crecimiento, matraz de centrifugacion, inoculacién y
condiciones de cultivo, intercambio de medios, tincion de viabilidad y procedimientos de cosecha de células usados
en el Ejemplo 11 se usaron en este ejemplo.

Resultados

Tabla 12-3 Cosecha celular

Microvehiculo Células Viabilidad (%)
totales

PLGA (50/50) ) sin recubrimiento 1,20 x 108 98,6

PLGA (50/50) con recubrimiento 1,15 x 10° 97,6

MGSA 1) sin recubrimiento 1,82 x 10° 99,0

MGSA | con recubrimiento 2,39 x 108 97.8

Resiembra de las células cosechadas. células cosechadas de los microvehiculos MGGA y PLGA recubiertos y no
revestidos se volvieron a sembrar en T225 a aproximadamente 5.000 células/cm?. Cuatro dias después de la nueva
siembra, las células cosechadas de ambos materiales proliferaron a mas del 50 % de confluencia.

Las hUTC expandidas se sembraron en PLGA recubierto de colageno y en microvehiculo MGSA, se cultivaron en
matraces de centrifugacion durante cinco dias, se recogieron mediante tripsinizacion y se volvieron a sembrar en
cultivos estaticos. Las células que se cosecharon de los microvehiculos sintéticos eran viables en mas del 90%. Las
células de reinyeccion se expandieron en cultivo estatico en cuatro dias, demostrando la retencion de su capacidad
proliferativa. Este ejemplo demuestra la capacidad de los biomateriales sintéticos para ser utilizados como
microvehiculos para el cultivo de matraces de centrifugacion.

Ejemplo 13
Expansion de hUTC en microvehiculos en cultivo continuo de matraces de centrifugacion

El objetivo de este estudio fue cultivar de manera continua adhesivo de hUTC expandidas a microvehiculos
comerciales en matraces con agitador sobre multiples duplicaciones de poblaciéon. La capacidad de expandir hUTC
en microvehiculos sobre multiples duplicaciones de poblacién servira para que un sistema modelo se amplie para la
produccion a gran escala de hUTC para aplicaciones de terapia celular. Se evaluaron dos aislados de HUTC,
aislados 120304, expandidas y crioconservadas en condiciones de investigacion, y CNTO 2476, aislados,
expandidas y crioconservadas en condiciones de GMP. También se evaluaron microvehiculos comerciales
Cytodex® 1 o Hillex® Il. Las células crioconservadas se descongelaron y se usaron para inocular inmediatamente
cultivos de frascos rotativos. Las células se cultivaron continuamente a lo largo de mudltiples pases hasta que la
célula alcanzé aproximadamente el doble de la poblacién. 30. También se cultivaron hUTC estadisticamente en
matraces T225 como control.

El aislado de hUTC 120304 crioconservado en una poblacion que duplica 12.8 fue capaz de descongelarse y
expandirse en microvehiculos Cytodex® 1 y Hillex® Il a una poblacion que se duplicé en 286 y 28.7,
respectivamente. Las horas por duplicacion de poblacién fueron consistentes desde el pase hasta el pase, lo que
indica un crecimiento logaritmico estable y fue consistente con la cinética de crecimiento del matraz T. El aislado de
hUTC CNTO 2476 crioconservado en una poblacion que duplicaba a 22,6 fue capaz de descongelarse y expandirse
en microvehiculos Cytodex® 1 y Hillex® Il a una poblaciéon que se duplicé en 33.2 y 31.0, respectivamente. Las
horas por duplicado de la poblacién fueron consistentes desde el pase hasta el pase, lo que indica un crecimiento
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logaritmico estable y también fue consistente con la cinética de crecimiento del matraz T. El analisis estadistico por
ANOA de una via de todas las horas por puntos de datos de duplicaciéon de la poblacién no muestra diferencia
significativa de la cinética de crecimiento de hUTC para todas las condiciones probadas. (p = 0.988). La expresion
de la proteina de la superficie celular se mantuvo constante en la cosecha final para todas las condiciones
evaluadas.

Este ejemplo demuestra la capacidad de hUTC para expandirse a aproximadamente 30 duplicaciones de poblacion
en microvehiculos de una manera estable y consistente que mantiene el fenotipo de proteina de superficie de la
célula.

Materiales y procedimientos

Células. Se usaron clones duplicados (PD) 12 aislados de hUTC expandidas crioconservadas y el aislado CNTO
2476 de hUTC lote 25126078 PD 22.

Medios de cultivo. Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) — bajo en glucosa (Gibco - Grand Island, NY), 15 %
de FBS (HyClone - Logan UT), penicilina/estreptomicina (P/S) (Gibco - Grand Island, NY), betamercaptoetanol
(BME) (Sigma- St. Louis, MO).

Microvehiculos. Los microvehiculos Cytodex® 1 (GE Health Sciences - Piscataway, NJ) se hidrataron en PBS
durante al menos 3 horas y se autoclavaron. Se usaron microvehiculos Cytodex® 1 a una concentracion de 3 g/l.
Los microvehiculos Hillex® Il (SoloHill Engineering, Inc., Ann Arbor, MI) se hidrataron en agua desionizada durante
al menos 30 minutos en autoclave. Los microvehiculos Hillex® Il se usaron a una concentracion de 12 g/l.

Matraz de centrifugacion. 100 Se usaron matraces de centrifugacion desechables de un solo uso de 100 ml y 500 ml
(Corning, Inc. Corning, NY).

Inoculacion y cultivo en matraz de centrifugacion de 100 ml. Los viales crioconservados de hUTC se descongelaron,
lavaron y resuspendieron en medio de crecimiento. Se afiadieron 6,6 x 106 hUTC a 3000 mg de Cytodex® 1 (5,0 x
10%células por cm?) en un matraz de centrifugacion de 100 ml que contenia 100 ml de medio y se colocaron en
incubadores de cultivo tisular a 37°C y se incubaron durante tres a cuatro dias. La placa giratoria se ajust6 a rotacion
continua a 60 rpm. 3.1 x 108 hUTC se ariadieron a 1,2 g de Hillex® Il (5,0 x 103 células por cm?) en un matraz de
centrifugacion de 100 ml que contiene 100 ml de medio y colocado en una placa giratoria ajustada a rotacion
continua a 60 rpm. Placas giratorias colocadas en 5% de CO:..

Pase de cultivo de un matraz de centrifugacion de 100 ml a un matraz de centrifugacion de 500 ml. Se retir6 un
matraz de centrifugacion de ml de la placa giratoria y se dejo sedimentar a los microvehiculos. El sobrenadante de
los medios se elimina por aspiracion. El paquete de microvehiculo restante con células adherentes se resuspendio
en 20 ml de medio de crecimiento fresco. Los microvehiculos con células adherentes se transfirieron asépticamente
mediante pipeta a un matraz de centrifugacion de 500 ml que contenia 480 ml de medio de crecimiento fresco y 4,8
g de Hillex® Il (6 g de contenido final de microvehiculo) o 1,2 g de Cytodex® 1 (1,5 g de contenido final de
microvehiculo). EI matraz de centrifugacion se colocé entonces en una placa giratoria ajustada a rotacion continua a
60 rpm. Placas giratorias colocadas en 5% de CO-, Incubadores de cultivo tisular a 37 °C y se incubaron durante
tres a cuatro dias.

Pase de cultivo de un matraz de centrifugacién de 500 ml a cinco matraces de centrifugacion de 500 ml. Se retird un
matraz de centrifugacion de ml de la placa giratoria y se dejo sedimentar a los microvehiculos. El sobrenadante de
los medios se elimina por aspiracion. El paquete de microvehiculo restante con células adherentes se resuspendio
en 50 ml de medio de crecimiento fresco. Se transfirieron asépticamente alicuotas separadas de 10 ml de los
microvehiculos con células adherentes mediante una pipeta a cinco matraces rotativos de 500 ml cada uno que
contenian 490 ml de medio de crecimiento fresco y 4,8 g de Hillex® Il (6 g de contenido final de microvehiculo) o 1,2
g de Cytodex® 1 (1,5 g de contenido final del microvehiculo). Los matraces de centrifugacion se colocaron luego en
una placa giratoria ajustada a rotacion continua a 60 rpm. Placas giratorias colocadas en 5% de CO., Incubadores
de cultivo tisular a 37 °C y se incubaron durante tres a cuatro dias.

Cosecha de células adherentes a microvehiculos Cytodex® 1. El matraz de centrifugacion de 500 ml se retiré de la
placa giratoria y los microvehiculos con células adherentes se dejaron sedimentar por gravedad. El sobrenadante de
los medios se elimind mediante aspiracion. Se afiadieron 500 ml de PBS al matraz de centrifugacion y los
microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad. El sobrenadante de PBS se eliminé por aspiracion. Se
afnadieron 500 ml de glucosa baja en DMEM al matraz de centrifugacion. El matraz de centrifugacion se incubd a
continuacién en una placa giratoria durante 20 minutos a 60 rpm. El matraz de centrifugacion se retiré de la placa
giratoria y los microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad. El sobrenadante de glucosa baja en DMEM se
eliminé mediante aspiracion. Se afiadieron 500 ml de PBS al matraz de centrifugacion. El matraz de centrifugacion
se incubd a continuacion en una placa giratoria durante 20 minutos a 60 rpm. El matraz de centrifugacion se retir6 de
la placa giratoria y los microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad. El sobrenadante de PBS se eliminé por
aspiracion. Se afiadieron 250 ml de seleccion de TrypLE al matraz de centrifugacion. El matraz de centrifugacion se
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incubd a continuacion en una placa giratoria durante 10 minutos a 60 rpm. El matraz de centrifugacion se retird de la
placa giratoria y los microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad. Utilizando una pipeta serolégica de 50 ml,
se agitd la solucion de seleccién de microtransvehiculos TrypLE TM pipeteando arriba y abajo ~ 10 veces para
disociar células adherentes residuales de los microvehiculos. Después, se afiadieron 250 ml de PBS al matraz de
centrifugacion y se dejé que los microvehiculos sedimentaran por gravedad. El sobrenadante que contiene la célula
se recoge por pipeteo repetido y se transfiere a multiples tubos cénicos precargados con 5 ml de FBS y una unidad
de filtro de 100 um insertada en la abertura del tubo. Los tubos se centrifugaron durante 5 minutos a 300rcf, el
sobrenadante se decantd y las células se resuspendieron en medio de crecimiento..

Cosecha de células adherentes a microvehiculos Hillex® II. El matraz de centrifugacion de 500 ml se retir6 de la
placa giratoria y los microvehiculos con células adherentes se dejaron sedimentar por gravedad. El sobrenadante de
los medios se elimind mediante aspiracion. Se afadieron 500 ml de PBS al matraz de centrifugacion y los
microvehiculos se dejaron sedimentar por gravedad. Se afadieron 100 ml de la seleccion TrypLE ™ al matraz de
centrifugacion. El matraz de centrifugacion se incubd a continuacion en una placa giratoria durante 10 minutos a 60
rom. El matraz de centrifugacion se retird6 de la placa giratoria y los microvehiculos se dejaron sedimentar por
gravedad. Utilizando una pipeta serologica de 25 ml, se agit6 la solucion de seleccion de microtransvehiculos
TrypLE TM pipeteando arriba y abajo ~ 10 veces para disociar células adherentes residuales de los microvehiculos.
La célula que contiene el sobrenadante se recoge mediante pipeteo repetido y transferencia a multiples tubos
conicos precargados con 5 ml de FBS y una unidad de filiro de 100 ym insertada en la abertura del tubo. Los tubos
se centrifugaron durante 5 minutos a 300rcf, el sobrenadante se decantd y las células se resuspendieron en medio
de crecimiento.

Tincién de viabilidad. Se transfirio una alicuota de 1 ml de medio y microvehiculos a un tubo cénico de 15 ml y se
dejo que los microvehiculos se separaran por gravedad. El medio se elimind mediante aspiraciéon y se reemplazé
con 1 ml de solucion de tincion de vivas/muertas (Molecular Probes, n® de catalogo L3224) y se incubd a 15°C a
37°C. Después de la incubacion, se aplico una alicuota de 20 yl a un portaobjetos de vidrio y se observé por
microscopia fluorescente. Las células vivas se tifien de verde. Los campos microscopicos se analizaron
manualmente para evaluar la distribucion de células viables adheridas a los microvehiculos. Se evaluaron al menos
tres campos microscopicos y se conté el porcentaje aproximado de células viables.

En recuentos celulares de cultivo: ensayo de liberacion de nucleos. Se obtuvo un alicuota de 10 ml (matraz de 100
ml) o una alicuota de 10 ml (matraz de 500 ml) de una suspensién microvehiculo homogénea del recipiente del
matraz de centrifugacion y se transfirid6 a un tubo de 15 ml. Los microvehiculos se separaron por gravedad y el
sobrenadante se eliminé mediante aspiraciéon. Los microvehiculos se lavaron una vez con 10 ml de PBS, los
microvehiculos se separaron por gravedad y el sobrenadante de PBS se elimind mediante aspiracion. Los
microvehiculos se incubaron durante una hora a 37 °C en soluciéon de liberacién de nucleos (acido citrico 0,1 M
(Sigma-St. Louis, MO) que contenia violeta cristal al 0,1% p/v (Sigma-St. Louis, MO)). Después de la incubacion, se
afiadié una alicuota de 100 ul de la solucién de liberacién de nlcleos que contenia microvehiculos a 100 ul de PBS.
Luego se cargd una alicuota de 10 pl de esta solucion en un hemocitémetro y se contaron los nucleos liberados.

En recuentos de células de cultivo: ensayo TrypLE™. Se obtuvo un alicuota de 5 ml (matraz de 100 ml) o alicuota de
10 ml (matraz de 500 ml) de una suspension microvehiculo homogénea del recipiente del matraz de centrifugacion y
se transfiri6 a un tubo de 15 ml. Los microvehiculos se separaron por gravedad y el sobrenadante se elimind
mediante aspiracion. Los microvehiculos se lavaron una vez con 10 ml de PBS, los microvehiculos se separaron por
gravedad y el sobrenadante de PBS se elimind mediante aspiracion. Los microvehiculos se incubaron durante diez
minutos a 37 °C en una seleccion TrypLE ™. Después de la incubacion, se afiaden 5 ml de PBS y se permite que los
microvehiculos se separen por gravedad. La célula que contiene el sobrenadante se recoge mediante pipeteo
repetido y se transfiere a multiples tubos cénicos precargados con 1 ml de FBS. Los tubos se centrifugaron durante
5 minutos a 300 rcf, el sobrenadante se decantd, las células se resuspendieron en medio de crecimiento, y se utilizd
una alicuota para determinar el recuento de células usando un instrumento Guava PCA (Guava Technologies,
Haywood, CA).

Cultivo estatico en matraz T. Los viales crioconservados de hUTC se descongelaron, lavaron y resuspendieron en
medio de crecimiento. Las células se cultivaron estaticamente en T225 en multiples pases usando los
procedimientos establecidos en US2004877012A.

Citometria de flujo. Las hUTC cosechadas se analizaron mediante citometria de flujo usando un instrumento Becton-
Dickinson FACSCalibur ™ (Becton Dickinson, San Jose, CA) para determinar el perfil del marcador de superficie
celular usando los procedimientos indicados en US2004877012A. Todos los anticuerpos se adquirieron en BD
Sciences Pharmingen (San Diego, CA).

Resultados

Tabla 13-1: Cultivo continuo de aislado de hUTC 120304 en microvehiculos Cytodex® 1.
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N.°de |Sembradas|Rendimiento | Duplicacion | Duplicaciones ;rc:?:::;m Horas/duplicaciones
pase totales
6 5,32E+06 2,03E+00 1,28E+01
(siembra)
6 5,32E+06 4, 7T1E+07 3,15E+00 1,59E+01 4,00 30,51
7 8,96E+06 7,30E+07 3,03E+00 1,89E+01 3,00 23,79
8 6,60E+06 3,30E+07 2,32E+00 2,12E+01 3,00 31,01
9 6,60E+06 3,90E+07 2,56E+00 2,38E+01 3,00 28,09
10 3,90E+07 2,17E+08 2,48E+00 2,63E+01 4,00 38,77
11 2,17E+08 1,10E+09 2,34E+00 2,86E+01 4,00 41,00

Tabla 13-2: Cultivo continuo de aislado de hUTC 120304 en microvehiculos Hillex® Il.

N.°de |Sembradas | Rendimiento|Duplicaciéon|Duplicaciones| Tiempo |Horas/Duplicacion
pase totales (dias)
6 5,32E+06 2,03E+00 1,28E+01
(siembra)
6 5,32E+06 4,71E+07 3,15E+00 1,59E+01 4,00 30,51
7 8,96E+06 7,30E+07 3,03E+00 1,89E+01 3,00 23,79
8 3,00E+06 1,90E+07 2,66E+00 2,16E+01 3,00 27,04
9 3,80E+06 2,30E+07 2,60E+00 2,42E+01 3,00 27,72
10 2,30E+07 2,64E+08 3,52E+00 2,77E+01 4,00 27,27
11 2,11E+08 4,16E+08 9,79 E-01 2,87E+01 3,00 73,52

Tabla 13-3. Cultivo continuo de aislado de hUTC 2476CNTO 2476 en microvehiculos Cytodex® 1

N.°de |Sembradas|Rendimiento|Duplicacion|Duplicaciones| Tiempo | Horas/Duplicacién

pase totales (dias)
6 6,30E+05 2,26E+01
(siembra)
6 6,30E+05 3,44E+06 2,45E+00 2,50E+01 3,00 29,40
7 3,44E+06 5,20E+07 3,92E+00 2,90E+01 4,00 24,50
8 4,00E+07 1,60E+08 2,00E+00 3,10E+01 3,00 36,00
8 1,60E+08 7,67E+08 2,26E+00 3,32E+01 4,00 42,46

Tabla 13-4. Cultivo continuo de aislado de hUTC 2476CNTO 2476 en microvehiculos Hillex® Il

N.°de |Sembradas|Rendimiento|Duplicaciéon|Duplicaciones| Tiempo | Horas/Duplicacion

pase totales (dias)
6 1,68E+06 2,26E+01
(siembra)
6 1,68E+06 1,29E+07 2,94E+00 2,55E+01 4,00 32,64
7 1,29E+07 5,30E+07 2,04E+00 2,76E+01 3,00 35,32
8 5,30E+07 5,60E+08 3,40E+00 3,10E+01 5,00 35,28

Tabla 13-5: Cultivo continuo del aislado de hUTC 120304 en matraces T225

N.°de |Sembradas|Rendimiento|Duplicaciéon|Duplicaciones| Tiempo | Horas/Duplicacion

pase totales (dias)
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6 1,12E+07 2,03E+00 1,28E+01
(siembra)

6 1,12E+07 3,05E+07 1,45E+00 1,42E+01 2,00 33,21
7 2,20E+06 2,03E+07 3,21E+00 1,74E+01 4,00 29,94
8 3,75E+05 1,50E+06 2,00E+00 1,94E+01 3,00 36,00
9 3,75E+05 1,85E+06 2,30E+00 2,17E+01 4,00 41,69
10 3,75E+05 2,39E+06 2,67E+00 2,44E+01 3,00 26,95
11 7,50E+05 3,14E+06 2,07E+00 2,64E+01 4,00 46,47
12 3,14E+06 2,02E+07 2,69E+00 2,91E+01 3,00 26,81
13 2,02E+07 1,14E+08 2,50E+00 3,16E+01 4,00 38,45

Tabla 13—6 Comparacion de la expresion de proteinas de la superficie celular por hUTC expandida en
microvehiculos y matraces T y analizada mediante citometria de flujo.

Marcador de 120304 120304 120304 CNTO 2476 | CNTO 2476
superficie Matraz Cytodex® 1 | Hillex® Il | Cytodex® 1 Hillex® I
celular T225
CD 10 (+) () (+) () ()
CD 13 (+) () (+) () ()
CD 31 =) =) =) =) =)
CD 34 =) =) =) =) =)
CD 44 (+) () (+) () ()
CD 45 =) =) =) =) =)
CD73 () () (+) () ()
CD 90 (+) () (+) () ()
CD 117 =) =) =) =) =)
CD 141 =) =) =) =) =)
PDGFr-a (+) () (+) () ()
HLA-ABC (+) (+) (+) +) +)
HLA-DRDPDQ =) =) =) =) =)

El aislado de hUTC 120304 crioconservado en una poblacion que duplica 12.8 fue capaz de descongelarse y
expandirse en microvehiculos Cytodex® 1 y Hillex® Il a una poblacion que se duplicé en 286 y 28.7,
respectivamente. Las horas por duplicacion de poblaciéon fueron consistentes desde el pase hasta el pase, lo que
indica un crecimiento logaritmico estable y fue consistente con la cinética de crecimiento del matraz T. El aislado de
hUTC CNTO 2476 crioconservado en una poblacién que duplicaba a 22,6 fue capaz de descongelarse y expandirse
en microvehiculos Cytodex® 1 y Hillex® Il a una poblaciéon que se duplicé en 33.2 y 31.0, respectivamente. Las
horas por duplicado de la poblacién fueron consistentes desde el pase hasta el pase, lo que indica un crecimiento
logaritmico estable y también fue consistente con la cinética de crecimiento del matraz T. El analisis estadistico por
ANOA de una via de todas las horas por puntos de datos de duplicaciéon de la poblacién no muestra diferencia
significativa de la cinética de crecimiento de hUTC para todas las condiciones probadas. (p = 0.988). Ademas, la
expresion de la proteina de la superficie celular se mantuvo constante en la cosecha final para todas las condiciones
probadas. Estos datos demostraron la capacidad del hUTC para expandirse a aproximadamente 30 duplicaciones de
poblacién en microvehiculos de una manera estable y consistente que mantiene el fenotipo de proteina de superficie
de la célula.

Aungue la invencién se ha descrito e ilustrado en la presente memoria mediante referencias a diversos materiales,
procedimientos y ejemplos especificos, se entiende que la invencidon no esta restringida a las combinaciones
particulares de material y procedimientos seleccionados para ese fin. Numerosas variaciones de tales detalles
pueden implicarse como apreciaran los expertos en la materia.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para cultivar células derivadas de tejido de cordon umbilical que comprende:

a. cultivar células derivadas de tejido de cordén umbilical sembradas en microvehiculos en un medio de cultivo
que comprende aminoacidos, vitaminas, sales, nucledsidos, acido lipoico / tidctico, etanolamina, insulina,
transferrina, selenio sédico, en el que el medio de cultivo se suplementa con suero, durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir que las células alcancen una densidad de poblacién inicial deseada;

b. anadir una solucién nutritiva sin suero, después de que las células han alcanzado la densidad de poblacion
inicial deseada, en el que la solucién de nutrientes sin suero comprende aminoacidos, vitaminas, sales, insulina,
transferrina, etanolamina, acido lipoico / acido tiéctico, selenio sddico, después de que las células hayan
alcanzado la densidad de poblacion inicial deseada; y

c. cultivar las células durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que las células alcancen una
densidad de poblacién final deseada;

en el que las células derivadas de tejido de cordén umbilical se aislan del tejido de corddn umbilical humano
sustancialmente libre de sangre, son capaces de autorrenovarse y expandirse en cultivo, tienen el potencial de
diferenciarse, expresar CD13, CD90, HLA-ABC, y no expresan CD34, CD117 y HLA-DR,

y en el que los nucledsidos son al menos 0,0001 g/ | de timidina, y al menos 0,005 g / | de cada uno de adenosina,
citidina, uridina y guanosina.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento comprende ademas sembrar las células en los
microvehiculos.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento comprende ademas aislar las células después
de la etapa c.

4. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el procedimiento no requiere intercambio de medio.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el procedimiento se lleva a cabo en un sistema de cultivo en
matraz de centrifugacion.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que las caracteristicas de las células antes y después del cultivo son
sustancialmente las mismas, o en las que las caracteristicas de las células antes y después del cultivo son las
mismas.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la densidad de poblacién inicial deseada se logra después de 3
a 4 dias.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que los microvehiculos tienen una superficie tratada con amina.
9. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el medio de cultivo comprende:

los aminoacidos L-arginina; L-cistina; L-cisteina; L-glutamina; glicina; L-histidina; L-isoleucina; L-leucina; L-lisina;
L-metionina; L-fenilalanina; L-serina; L-treonina; L-triptéfano; L-tirosina; L-valina; L-alanina; L-aspargina; acido L-
aspartico; acido L-glutamico; L-prolina; y L-taurina;

las vitaminas D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido folico; I-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina;
tiamina; d-biotina; piridoxina; y vitamina B2 (cianocobalamina);

las sales cloruro de calcio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio y una o mas sales de fosfato
de sodio; e

insulina; transferrina; acido lipoico / acido tioctico; etanolamina; selenito de sodio; y una o mas fuentes de energia
opcionalmente en el que la una o mas fuentes de energia se seleccionan de D-glucosa y piruvato soédico.

10. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que el medio de cultivo comprende:

al menos 0,05 g/l de L—arginina; al menos 0,02 g/l de L—cistina; al menos 0,2 g/l de L—glutamina; al menos 0,01
g/l glicina; al menos 0,02 g/l de L-histidina; al menos 0,09 g/l de L—isoleucina; al menos 0,09 g/l de L-leucina; al
menos 0,09 g/l de L-Lisina; al menos 0,02 g/l de L-metionina; al menos 0,05 g/l de L—fenilalanina; al menos 0,03
g/l de L—serina; al menos 0,08 g/l de L-treonina; al menos 0,009 g/l de L-triptophan; al menos 0,08 g/l de L—
tirosina; al menos 0,08 g/l de L—valina; al menos 0,005 g/I L—cisteina; al menos 0,0004 g/l de L-alanina; al menos
0,01 g/l de L—aspargina; al menos 0,006 g/l de L-acido aspartico; al menos 0,03 g/l de L-acido glutamico; al
menos 0,005 g/l L—prolina; y al menos 0,0003 g/l de L-taurina;
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de 5x 1078 g/l a 0,015 g/l de cada una de las vitaminas;

al menos 0,05 g / | de cloruro de calcio anhidro, al menos 0,1 g / | de cloruro de potasio; al menos 0,2 g/ | de
sulfato de magnesio, al menos 0,08 g / | de fosfato de sodio, monobasico, H20 y al menos 0,0005 g / | de fosfato
de sodio, heptahidrato dibasico(Na;HPO4 7H20); y

al menos 0,003 g /| de insulina, al menos 0,05 g / | de transferrina, al menos 5 x 108 g / | de acido lipoico / acido
tiéetico, al menos 0,05 g / | de etanolamina y al menos 0,00004 g/ | de selenito de sodio.

11. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el medio de cultivo se suplementa con 2 a 20 % de FBS, en
particular en el que medio de cultivo se complementa con 7,5 %, 10 % o 15 % de FBS, opcionalmente en el que el
medio de cultivo comprende ademas putrescina. un estabilizador y/o un agente espumante.
12. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que en la solucién de nutrientes sin suero comprende:
los aminoacidos L-arginina, L-cistina, L-cisteina, glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina,
L-fenilalanina, L-serina, L-treonina, | -triptofano, L-tirosina, L-valina, L-alanina, L-aspargina, L-acido aspartico, L-
acido glutamico, L-prolina y L-taurina;

las vitaminas D-calcio pantotenato; cloruro de colina; acido folico; I-inositol; niacinamida; piridoxal; riboflavina;
tiamina; d-biotina; piridoxina; y vitamina B2 (cianocobalamina);

las sales fosfato sédico monobasico y fosfato sédico heptahidrato dibasico;

los oligoelementos sulfato de cobre (Il) pentahidratado (CuSO45H;0), sulfato de cinc, heptahidratado,
(ZnS04,7H20); los nucledsidos adenosina, citidina, uridina y guanosina; e

insulina; transferrina; etanolamina; acido lipoico / acido tiéctico; y selenito de sodio.

13. El procedimiento de la reivindicacién 12, en el que la solucién de nutrientes sin suero comprende ademas un
sustrato de energia, putrescina, un estabilizante y/o un agente espumante.
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