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DESCRIPCION
Medio de cultivo para expandir células madre epiteliales de mama
CAMPO TECNICO

La invencion pertenece al campo de los medios y métodos de cultivo de células madre epiteliales de mama,
en particular medios de cultivo y métodos para expandir poblaciones de células madre epiteliales de mama, por
ejemplo, células madre epiteliales de mama humanas.

ANTECEDENTES

Hay un gran interés en los medios de cultivo y los métodos para expandir las poblaciones de células madre.
Las poblaciones de células madre tienen muchos usos. Por ejemplo, las células madre y su progenie diferenciada
pueden usarse en ensayos celulares, seleccion de farmacos y ensayos de toxicidad. Las células madre también son
prometedoras para las terapias basadas en células, como en la medicina regenerativa para el tratamiento de tejido
dafado. Ademas, los medios de cultivo celular eficientes son importantes para proporcionar y mantener poblaciones
de células con propdsitos de investigacion.

Se han descrito métodos para el cultivo a largo plazo de células madre epiteliales o fragmentos de tejido
derivados de varios tejidos (por ejemplo, pancreas, colon, criptas intestinales, estdmago, higado y préstata) (ver las
WO 2010/090513, WO2012/014076 y WO2012/168930). Sin embargo, se ha descubierto que estos métodos son
incapaces de soportar el cultivo a largo plazo de células madre epiteliales o fragmentos de tejido derivados del tejido
mamario.

Un sistema de cultivo para cultivar células madre epiteliales derivadas de tejido mamario normal se
describe en Pasic et al. (2011) Genes & Development 25:1641-1653. Sin embargo, este sistema no puede mantener
el cultivo a largo plazo de organoides mamarios. Se ha observado que los cultivos que usan este sistema dejan de
expandirse después de 2-3 pases. Por consiguiente, no es posible obtener un gran nimero de células madre usando
esta técnica.

Un sistema de cultivo para cultivar células tumorales circulantes de pacientes con cancer de mama se
describe en Yu et al. (2014) Science 345(6193):216-220. Sin embargo, los autores de este articulo no
proporcionaron ninguna orientacion con respecto al cultivo de células madre epiteliales mamarias obtenidas de tejido
mamario normal, tumor primario o metastasis. Ademas, las células tumorales mamarias circulantes cultivadas
usando el sistema de Yu et al. forman agregados de células.

Por lo tanto, hay una necesidad de medios de cultivo y métodos para cultivar células madre epiteliales de
mama obtenidas de tejido de mama normal, tumores primarios o metastasis que permitan el cultivo a largo plazo.
También hay una necesidad de medios de cultivo y métodos para cultivar células tumorales de mama circulantes
que permitan la formacion de organoides de mama que se parezcan mucho a los tumores de mama.

La WO2014/066649 divulga una estrategia para disefiar varios tejidos, organoides y vasculatura 3D. La
W02010129294 divulga moléculas pequefias que soportan el crecimiento de células pluripotentes y métodos del
mismo. LA US2014/243227 divulga medios de cultivo para células madre. La WO02010011352 divulga
composiciones para células multipotentes IS11+ derivadas del mesodermo (IMPS), células progenitoras epicardicas
(SPCS) y células CXCR4+CD56+ multipotentes (C56CS) y métodos de uso.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion proporciona un método para expandir células madre epiteliales de mama que comprende:

proporcionar una poblacién de células madre de mama;

proporcionar un medio de cultivo que comprende un ligando de ErbB3/4, uno o mas ligandos de FGFR2b y un
agonista de Wnt;

poner en contacto las células madre con el medio de cultivo; y
cultivar las células en condiciones apropiadas.

La invencion proporciona ademas un medio de cultivo que comprende un ligando de ErbB3/4 y uno o mas
ligandos de FGFR2b y un agonista de Wnt.

La divulgacion proporciona ademas un medio de cultivo que comprende un ligando de ErbB3/4 adecuado
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para expandir una poblacién de células madre epiteliales de mama durante por lo menos 4 pases.

La divulgacion proporciona ademas un organoide de mama que comprende una poblacion de células madre
epiteliales de mama. En algunos casos, dicho organoide de mama puede obtenerse o se obtiene mediante un
método de la invencion.

La divulgacion proporciona ademas un organoide de mama de la divulgacion en un medio de cultivo de la
invencion.

La divulgacion proporciona ademas el uso de un organoide de mama de la divulgacion, o una célula
derivada de dicho organoide, en un cribado de descubrimiento de farmacos; ensayo de toxicidad; investigacion de
embriologia de tejidos, linajes celulares o vias de diferenciacion; estudios de expresion génica que incluyen
expresion génica recombinante; investigacion de mecanismos implicados en la lesion o reparacion de tejidos;
investigacion de enfermedades inflamatorias e infecciosas; estudios de mecanismos patogénicos; o estudios de
mecanismos de transformacion celular o etiologia del cancer.

La divulgacion proporciona ademas un organoide de la divulgacion, o una célula derivada de dicho
organoide, para su uso en medicina.

La divulgacion proporciona ademas un medio de cultivo que comprende un agente estabilizador de p53.
DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. (A) Tejidos de tumor de mama obtenidos de pacientes que se muestran de acuerdo con el subtipo
(estado del receptor de estrogeno (ER), del receptor de progesterona (PR) y del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2)); (B) lineas organoides establecidas o prometedoras que se muestran de
acuerdo con el subtipo (estado ER, PR y HER?2).

Figura 2. Imagenes de contraste de fase de tumor de mamada (A) establecido y prometedor y (B) lineas
organoides normales. Las barras de escala equivalen a 150 pm.

Figura 3. Ejemplo de optimizacion de medios. Se suspendieron células mamarias normales y tumorales del
paciente W855 en extracto de membrana basal Cultrex® (Trevigen, Inc.) y se suplementaron con el medio
indicado. Las imagenes de contraste de fase se muestran para: (A) Pase 0 dia 4 y (B) Pase 0 dia 14. Las
condiciones de cultivo mas beneficiosas estan marcadas con recuadros grises en negrita. Anchuras de imagen:
paneles superiores de 1,5 mm, paneles inferiores de 300 um.

Figura 4. Cariotipos aneuploides de lineas organoides tumorales mamarias establecidas.

Figura 5. Comparacion histologica e inmunohistoquimica del tejido de la glandula mamaria original (tumor W854
(W854T), W855 normal y tumor (W855N y W855T), tumor W859 (W859T)) con las lineas organoides derivadas
respectivamente. Las barras de escala equivalen a 100 ym (descripcion general) y 20 ym (vista detallada). Clave:
HE = tincion con hematoxilina y eosina; PR = receptor de progesterona (clon PgR 636, M356929 Dako), ER =
receptor de estrogeno alfa (clon SP1, ab16660 Abcam), HER2 = receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (c-erbB2) (clon SP3, #RM-9103, Thermoscientific).

Figura 6. Analisis inmunofluorescente de lineas organoides mamarias completas montadas normales (W855) y
tumorales (W854, W855 y W859). La contratincion nuclear es DRAQS (DR50050 Biotatus limited). La barra de
escala equivale a 100 uym. Clave: Krt8 = queratina-8 (clon Ks8.7, sc101459 Santa Cruz), Krt14 = queratina-14 (clon
AF64, PRB-155P Covance), ER = receptor de estrogenos alfa (clon C1355, Fisher 50-172-167), E-cadherina (clon
36/E-cadherina, 61082 BD Biosciences), HER2 = receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (c-
erbB2) (clon SP3, # RM-9103, Thermoscientific), PR = receptor de progesterona (clon PgR 636, M356929 Dako).
Figura 7. PCR cuantitativa en organoides para marcadores basales (KRTS/14), luminales (KRT8), epiteliales
(CDH1) y mesenquimales (VIM, ZEB1) normalizados a la linea de organoides mamarios normales W855N.

Figura 8. Imagenes de contraste de fase de las lineas de organoides de tumores mamarios W854T, W855T y
W859T durante una seleccion de farmacos piloto con dosis crecientes del inhibidor de EGFR Iressa o del
estabilizador de p53 Nutlin-3. Los organoides visiblemente afectados estan marcados con recuadros negros en
negrita. Los anchos de imagen son 500 pm.

Figura 9. Viabilidad de las lineas de organoides de tumores mamarios W854T, W855T y W859T tratadas con dosis
crecientes del inhibidor de EGFR Iressa o del estabilizador de p53 Nutlin-3 durante 7 dias, medido por un ensayo
de ATP luminiscente (CellTiter-Glo 2.0, G9241 Promega).

Figura 10. Organoides mamarios humanos normales en el medio de cultivo descrito en Pasic et al. en
comparacion con los organoides del mismo paciente cultivados en medio base-F7/10E.

Figura 11. Organoides de tumores mamarios de ratén. Imagenes de contraste de fase de organoides establecidas
a partir de tumores mamarios KB2P que carecen de Brca2 y p53, pase 4, los anchos de imagen son de 7 mm, 1,5
mm y 600 pm.

Figura 12. Organoides de tumor mamario metastasico humano. Imagenes de contraste de fase de organoides
establecidos a partir de una metastasis de cancer de mama humano en la piel, pase 5, los anchos de imagen son
7 mm, 1,5 mmy 600 pm.

Figura 13. Descripcion general de cultivos organoides mamarios.
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Figura 14. Medios de cultivo organoides.
DESCRIPCION DETALLADA

Los métodos para cultivar células madre epiteliales de una variedad de tejidos se han descrito previamente
en la WO2010/090513, la WO2012/014076 y la WO2012/168930. Los presentes inventores han descubierto
sorprendentemente que la adicion de un ligando de ErbB3/4 al medio de cultivo permite cultivar células madre
epiteliales de mama durante un mayor nimero de pases en comparacion con cuando el ligando de ErbB3/4 esta
ausente del medio.

La capacidad de mantener las células y los organoides resultantes vivos durante mas tiempo y aumentar el
numero de pases permite, de manera ventajosa, obtener mas células de una coleccion de células de partida de lo
que era posible usando métodos anteriores. Esto permite que esté disponible un gran nimero de células para varias
aplicaciones, por ejemplo, la seleccion de farmacos, en la que se requiere una gran cantidad de material para probar
varios farmacos diferentes. La capacidad de generar las células a partir de una Unica fuente de partida es ventajosa
para tales aplicaciones donde es necesario comparar los resultados entre experimentos. Ademas, la capacidad
mejorada de obtener mas células a partir de una pequefia coleccion de células de partida (por ejemplo, una
coleccion de aproximadamente 100-300 células) es ventajosa para aplicaciones en las que hay poco material de
partida disponible, como biopsias de cancer primario o metastasico o células tumorales circulantes. De manera
similar, significa que hay muchas células disponibles para su uso en trasplantes, por ejemplo, en la reconstruccion o
mejora de la mama, y que pueden trasplantarse multiples pacientes con células obtenidas de un donante util.

El cultivo de las células en un medio de la invencion permite que las células se multipliquen a la vez que
retienen su fenotipo de células madre o progenitoras, a lo que se hace referencia en la presente como expansion. Se
forman organoides que comprenden estas células madre o progenitoras. Por tanto, el uso del medio de la invencion
es ventajoso para proporcionar un mayor numero de estas células madre o progenitoras Utiles y para obtener
organoides que contienen estas células.

Por consiguiente, se proporciona un método para cultivar células madre epiteliales de mama, en donde
dicho método comprende cultivar una o mas células madre epiteliales de mama en contacto con una matriz
extracelular en presencia de un medio de cultivo, el medio de cultivo comprendiendo un medio basal para células
animales o humanas al que se afiaden uno o mas ligandos de ErbB3/4.

El medio de cultivo usado en el método de la invencion comprende un ligando de ErbB3/4, uno o mas
ligandos de FGFR2b y un agonista de Wnt.

En realizaciones preferidas, el medio de cultivo de la invencion comprende un medio basal para células
animales o humanas al que se le afiaden uno o mas ligandos de ErbB3/4 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas de 4), uno o
mas ligandos de FGFR2b (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas de 4), preferiblemente en donde el uno o mas ligandos de
FGFR2b es FGF7 y/o FGF10, y uno o mas agonistas de Wnt (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas de 4), preferiblemente en
donde el uno o mas agonistas de Wnt es un agonista de Lgr5, preferiblemente en donde el agonista de Lgr5 es una
Rspondina, por ejemplo, cualquiera de Rspondina 1-4.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo de la invencién o el medio de cultivo usado en el método de la
invencion comprende uno o mas componentes adicionales seleccionados de: un ligando de FGFR2b (por ejemplo,
FGF7 y/o FGF10), un agonista de Lgr5 (por ejemplo, Rspondina, por ejemplo, cualquiera de Rspondina 1-4), un
inhibidor de BMP (por ejemplo, Noggin), B27, N-acetilcisteina, nicotinamida, un inhibidor de ROCK, un inhibidor de
TGF-beta (por ejemplo, un inhibidor de ALK 4, 5, 7, por ejemplo, A83-01) y un inhibidor de la quinasa MAP p38 (por
ejemplo, SB 202190). En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende ademas por lo menos dos, por lo
menos tres, por lo menos cuatro, por lo menos cinco, por lo menos seis, por lo menos siete (por ejemplo, 2, 3, 4, 5,
6, 7) de estos componentes. En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende ademas todos estos
componentes adicionales.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende ademas un ligando del receptor de tirosina
quinasa adicional, por ejemplo, EGF.

El medio de cultivo comprende un agonista de Wnt, por ejemplo, Wnt3a.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende ademas uno o mas de anfirregulina, TGF-alfa y
PDGF-CC. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende ademas PDGF-CC. En algunas
realizaciones, el medio de cultivo comprende ademas anfirregulina, TGF-alfa y PDGF-CC. La divulgacion
proporciona por tanto el uso de un ligando de ErbB3/4 para cultivar células madre epiteliales de mama.

En la presente se divulga un método para cultivar células madre epiteliales de mama que usa un medio de
expansion como se describe en la W02012/168930, la WO2010/090513 o la WO2012/014076 al que se le afiaden
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por lo menos uno (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas de 4) ligandos de ErbB3/4 y por lo menos uno (por ejemplo, 1, 2, 3, 4
o0 mas de 4) ligandos de FGFR2b.

Los presentes inventores también han descubierto sorprendentemente que la adicién de un agente
estabilizador de p53 a un medio de cultivo puede asegurar que la poblacién celular sea predominantemente de
células tumorales. Sin desear estar limitados por ninguna teoria, se cree que los agentes estabilizadores de p53
aumentan la concentracion celular de p53 (por ejemplo, bloqueando la interaccion entre p53 y Mdm2), estimulan la
expresion dependiente de p53 e inducen la senescencia celular. Las mutaciones de p53 se producen cominmente
en células tumorales, lo que puede dar como resultado que la proteina p53 mutante no pueda ser estabilizada por un
agente estabilizador de p53. Por tanto, un subconjunto de células tumorales con la proteina p53 mutante escaparia
de la senescencia inducida por un agente estabilizador de p53 y superaria el crecimiento de las células normales en
una poblacién mixta.

La divulgacion proporciona ademas por lo tanto el uso de un agente estabilizador de p53 para cultivar
células tumorales.

La divulgacién también proporciona un método para cultivar células madre tumorales que usa un medio de
expansion como se describe en la presente o en la W02012/168930, la WO2010/090513 o la WO2012/014076 al
que se le afiade por lo menos un (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas de 4) agente estabilizador de p53. La divulgacion
también proporciona un medio de cultivo que comprende un agente estabilizador de p53. Preferiblemente, el medio
de cultivo es un medio de cultivo como se describe en la presente o en la W02012/168930, la W0O2010/090513 o la
W02012/014076. Preferiblemente, el medio de cultivo es adecuado para cultivar células madre epiteliales.

Un agente estabilizador de p53 preferido es un miembro de la familia Nutlin, por ejemplo, Nutlin-1, Nutlin-2
o Nutlin-3. Por ejemplo, en algunos casos, el agente estabilizador de p53 es Nutlin-3. Se conocen en la técnica otros
agentes estabilizadores de p53 (por ejemplo, CP-31398) y el experto en la técnica podra usar cualquiera de estos en
como corresponde.

Ligando de ErbB3/4

La familia de tirosina quinasas del receptor de ErbB consiste de cuatro receptores de superficie celular: i)
ErbB1/EGFR/HERH1, ii) ErbB2/HERZ, iii) ErbB3/HERS3, y iv) ErbB4/HER4. Un ligando de ErbB3/4 se define en la
presente como un ligando que es capaz de unirse a ErbB3 y/o ErbB4. Por consiguiente, EGF no es un ligando de
ErbB3/4 porque no se une a ErbB3/4. En algunas realizaciones, el ligando de Erb3/4 se une a ErbB3 y no se une a
ErbB4. En algunas realizaciones, el ligando de Erb3/4 se une a Erb4 y no se une a Erb3. En algunas realizaciones,
la unién del ligando de ErbB3/4 a ErbB3 o ErbB4 induce la heterodimerizacion de dicho ErbB3 o dicho ErbB4 con
ErbB2. En algunas realizaciones, la induccion de la heterodimerizacién de ErbB3 o ErbB4 con ErbB2 estimula la
actividad quinasa intrinseca, lo que lleva a la fosforilacion de tirosina. En el contexto de un medio de cultivo de la
invencion, un ligando de ErbB3/4 se conoce como “N”.

En la técnica se conocen varios ligandos de ErbB3/4. En realizaciones preferidas, el uno o mas ligandos de
ErbB3/4 del medio de cultivo son miembros de la familia neuregulinas/herregulinas. A la familia de
neuregulinas/herregulinas se hace referencia en la presente como la familia de neuregulinas. La familia de la
neuregulinas es una familia de factores de crecimiento polipeptidicos estructuralmente relacionados que son
productos génicos de genes cortados y empalmados alternativamente NRG1, NRG2, NRG3 y NRG4. En
realizaciones mas preferidas, el uno o mas ligandos de ErbB3/4 del medio de cultivo son polipéptidos que son
productos génicos de uno o mas de NRG1, NRG2, NRG3 y NRG4 (es decir, un polipéptido de neuregulina). En
algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es un polipéptido que es un producto génico de NRG1. El polipéptido
que es un producto génico de NRG1, NRG2, NRG3 y NRG4 puede ser cualquiera de las isoformas que resultan del
corte y empalme alternativo de ARNm de NRG1, NRG2, NRG3 o NRG4. Por tanto, por ejemplo, el polipéptido que
es un producto génico de NRG1 puede ser cualquiera de las siguientes isoformas: NRG1 Tipo | (también conocida
como herregulina, factor de diferenciacion NEU (NDF) o receptor de acetilcolina inductor de actividad (ARIA)), NRG1
Tipo Il (también conocido como factor de crecimiento glial-2 (GGF2)), NRG1 Tipo Il (también conocido como factor
derivado de neuronas sensoriales y motoras (SMDF)), NRG1 Tipo IV, NRG1 Tipo V o NRG1 Tipo VI. En algunas
realizaciones, el polipéptido de neuregulina es pro-neuregulina-1, isoforma de isoforma unida a membrana HRG-
betal (NP_039250.2), pro-neuregulina-1, isoforma de isoforma unida a membrana HRG-beta1b (NP_001153471.1),
pro-neuregulina-1, isoforma de isoforma unida a membrana HRG-beta1c, (NP_001153467.1), pro-neuregulina-1 o
isoforma de isoforma unida a membrana HRG-beta1d (NP_001153473.1).

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es de origen humano. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es un producto génico humano de uno o mas de NRG1, NRG2, NRG3 y NRG4
(es decir, un polipéptido de neuregulina humana).

En algunas realizaciones, el gen NRG1 tiene la secuencia del Gen ID: 3084 o NG_012005.1. En algunas
realizaciones, el gen NRG2 tiene la secuencia del Gen ID: 9542. En algunas realizaciones, el gen NRG3 tiene la
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secuencia del Gen ID: 10718 o NG_013373.1. En algunas realizaciones, el gen NRG4 tiene la secuencia mostrada
del Gen ID: 145957.

En algunas realizaciones, un polipéptido de neuregulina es un producto génico de NRG1 y tiene la
secuencia mostrada en NP_001153467.1 (SEQ ID NO: 1), NP_001153468.1 (SEQ ID NO: 2), NP_001153471.1
(SEQ ID NO: 3), NP_001153473.1 (SEQ ID NO: 4), NP_001153474.1 (SEQ ID NO: 5), NP_001153476.1 (SEQ ID
NO: 6), NP_001153477.1 (SEQ ID NO: 7), NP_001153479.1 (SEQ ID NO: 8), NP_001153480.1 (SEQ ID NO: 9),
NP_004486.2 (SEQ ID NO: 10), NP_039250.2 (SEQ ID NO: 11), NP_039251.2 (SEQ ID NO: 12), NP_039252.2
(SEQ ID NO: 13), NP_039253.1 (SEQ ID NO: 14), NP_039254.1 (SEQ ID NO: 15), NP_039256.2 (SEQ ID NO: 16) o
NP_039258.1 (SEQ ID NO: 17). En algunas realizaciones, un polipéptido de neuregulina es un producto génico de
NRG2 y tiene la secuencia mostrada en NP_001171864.1 (SEQ ID NO: 18), NP_004874.1 (SEQ ID NO: 19),
NP_053584.1 (SEQ ID NO: 20), NP_053585.1 (SEQ ID NO: 21), o NP_053586.1 (SEQ ID NO: 22). En algunas
realizaciones, un polipéptido de neuregulina es un producto génico de NRG3 y tiene la secuencia mostrada en
NP_001010848.2 (SEQ ID NO: 23), NP_001159444.1 (SEQ ID NO: 24) o NP_001159445.1 (SEQ ID NO: 25). En
algunas realizaciones, un polipéptido de neuregulina es un producto génico de NRG4 y tiene la secuencia mostrada
en NP_612640.1 (SEQ ID NO: 26).

En algunas realizaciones, el por lo menos un ligando de ErbB3/4 es una variante biolégicamente activa de
uno o mas ligandos de ErB3/4 de origen natural, por ejemplo, de uno o mas miembros de la familia de las
neuregulinas. Las variantes de neuregulina, que pueden ser de origen natural (por ejemplo, variantes alélicas que se
producen en el locus NRG1) o producidas de manera recombinante, tienen secuencias de aminoacidos que son
iguales, similares o sustancialmente similares a un polipéptido de neuregulina.

En algunas realizaciones, una variante de neuregulina tiene una secuencia que es por lo menos un 70%,
por lo menos un 80%, por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un 96%, por
lo menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo menos un 99% o 100% idéntica a un polipéptido de neuregulina, por
ejemplo, la variante de neuregulina tiene una secuencia que es por lo menos un 70%, por lo menos un 80%, por lo
menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un 96%, por lo menos un 97%, por lo
menos un 98%, por lo menos un 99% o 100% idéntica a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26.

En algunas realizaciones, el por lo menos un ligando de ErbB3/4 es por lo menos un fragmento
bioldgicamente activo de por lo menos un ligando de ErbB3/4 de origen natural, por ejemplo, un fragmento
bioldgicamente activo de uno o mas polipéptidos de neuregulina.

En la presente se define que "biolégicamente activo" significa que el ligando de ErbB3/4, por ejemplo, la
variante o fragmento, es capaz de unirse a ErbB3 y/o ErbB4, opcionalmente en donde la unién a ErbB3 y/o ErbB4
induce la heterodimerizacion de dicho ErbB3. o dicho ErbB4 con ErbB2, y opcionalmente en donde dicha induccion
de heterodimerizacion de ErbB3 o ErbB4 con ErbB2 estimula la actividad quinasa intrinseca, lo que lleva a la
fosforilacion de tirosina.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es un fragmento del polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26 en donde el fragmento comprende por lo menos 30,
por lo menos 35, por lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por lo menos 60, por lo
menos 65, por lo menos 70, por lo menos 75, por lo menos 80, por lo menos 85, por lo menos 90, por lo menos 95 o
por lo menos 100 aminoacidos de la secuencia enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es una variante del polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26, en donde la variante tiene una secuencia de
aminoacidos que es por lo menos un 50%, por lo menos un 60%, por lo menos un 70%, por lo menos un 80%, por lo
menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un 96%, por lo menos un 97%, por lo
menos un 98%, por lo menos un 99% o 100% idéntica al polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26.

Las referencias a un porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos significan
que, cuando se alinean, ese porcentaje de aminoacidos es el mismo al comparar las dos secuencias. Este
alineamiento y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia pueden determinarse usando programas de
software conocidos en la técnica, por ejemplo los descritos en la seccién 7.7.18 de Current Protocols in Molecular
Biology (F.M. Ausubel et al., Eds., 1987) Suplemento 30. Una alineaciéon preferida se determina mediante el
algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman usando una busqueda de huecos afines con una
penalizacion de apertura de hueco de 12 y una penalizacion de extension de hueco de 2, matriz BLOSUM de 62. El
algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman se describe en Smith & Waterman (1981) Adv. Apl. Math.
2: 482-489.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es una variante de un fragmento del polipéptido que tiene
la secuencia de aminoacidos enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26, en donde el fragmento comprende
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por lo menos 30, por lo menos 35, por lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por lo
menos 60, por lo menos 65, por lo menos 70, por lo menos 75, por lo menos 80, por lo menos 85, por lo menos 90,
por lo menos 95 o por lo menos 100 aminoacidos de la secuencia enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26,
y en donde la variante tiene una secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 50%, por lo menos un 60%, por
lo menos un 70%, por lo menos un 80%, por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo
menos un 96%, por lo menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo menos un 99% o 100% idéntica al fragmento.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es un fragmento de una variante biolégicamente activa del
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26, en donde la
variante tiene una secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 50%, por lo menos un 60%, por lo menos un
70%, por lo menos un 80%, por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un
96%, por lo menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo menos un 99% o 100% idéntica al polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26, y en donde el fragmento comprende
por lo menos 30, por lo menos 35, por lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por lo
menos 60, por lo menos 65, por lo menos 70, por lo menos 75, por lo menos 80, por lo menos 85, por Io menos 90,
por lo menos 95 o por lo menos 100 aminoacidos de la variante.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es un ligando de origen no natural, por ejemplo, un ligando
sintético o un anticuerpo anti-ErbB3/4. Los métodos para generar anticuerpos contra un objetivo de interés son bien
conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-ErbB3/4 es un anticuerpo anti-ErbB3/4
agonista. Preferiblemente, el anticuerpo es biolégicamente activo. Puede usarse cualquier anticuerpo adecuado, por
ejemplo, como se describe en la presente.

Los ligandos de ErbB3/4 pueden identificarse usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, union
de ligandos candidatos marcados con GST a receptores de ErbB expresados en células de insecto que provocan la
fosforilacion de tirosina (Carraway 3° et al., (1997) Nature 387(6632)):512-6).

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 comprende un dominio de EGF o un dominio similar a
EGF. Los dominios de EGF y similares a EGF son dominios proteicos evolutivamente conservados que se
reconocen en la técnica (ver, por ejemplo, Wouters et al. (2005) Protein Sci. 14(4): 1091-1103). Por consiguiente, en
algunas realizaciones en las que el ligando de ErbB3/4 es un fragmento biolégicamente activo de por lo menos un
ligando de ErbB3/4 de origen natural, el fragmento comprende un dominio de EGF o un dominio similar a EGF.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es neuregulina -1 humana. En algunas realizaciones, la
neuregulina B-1 humana tiene la secuencia de aminoacidos enumerada en la SEQ ID NO: 27. La neuregulina (3-1
humana es un fragmento de un polipéptido de neuregulina, en donde el fragmento comprende un dominio similar a
EGF. En una realizacion preferida, el ligando de ErbB3/4 comprende o consiste del dominio similar a EGF de la
neuregulina - 1 humana.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 tiene una actividad bioldgica similar a la neuregulina 3-1
humana recombinante.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es un fragmento del polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos enumerada en la SEQ ID NO: 27, en donde el fragmento comprende por lo menos 30, por lo menos 35,
por lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por lo menos 60, por lo menos 62, o por lo
menos 64 aminoacidos de la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 27.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es una variante del polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos enumerada en la SEQ ID NO: 27, en donde la variante tiene una secuencia de aminoacidos que es por
lo menos un 50%, por lo menos un 60%, por lo menos un 70%, por lo menos un 80%, por lo menos un 85%, por lo
menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un 96%, por lo menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo
menos un 99% o 100% idéntica al polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos enumerada en la SEQ ID NO:
27.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es una variante de un fragmento del polipéptido que tiene
la secuencia de aminoacidos enumerada en la SEQ ID NO: 27, en donde el fragmento comprende por lo menos 30,
por lo menos 35, por lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por lo menos 60, por lo
menos 62 o por lo menos 64 aminoacidos de la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 27, y en donde la variante
tiene una secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 50%, por lo menos un | 60%, por lo menos un 70%, por
lo menos un 80%, por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un 96%, por lo
menos un 97%, por lo menos un 98%, por lo menos un el 99%, o 100% idéntica al fragmento.

En algunas realizaciones, el ligando de ErbB3/4 es un fragmento de una variante biolégicamente activa del

polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos enumerada en la SEQ ID NO: 27, donde la variante tiene una
secuencia de aminoacidos que es por lo menos un 50%, por lo menos un 60%, por lo menos un 70%, por lo menos
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un 80%, por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, por lo menos un 96%, por lo menos un
97%, por lo menos un 98%, por lo menos un 99% o 100% idéntica al polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos enumerada en la SEQ ID NO: 27, y en donde el fragmento comprende por lo menos 30, por lo menos
35, por lo menos 40, por lo menos 45, por lo menos 50, por lo menos 55, por lo menos 60, por lo menos 62 o por lo
menos 64 aminoacidos de la variante.

El ligando de ErbB3/4 puede estar presente en cualquier concentracion adecuada. Por ejemplo, el ligando
de ErbB3/4 puede estar presente en una concentracion de entre 0,05 y 500 nM, entre 0,05 y 100 nM, entre 0,05 y 50
nM, entre 0,05 y 10 nM, entre 0,05 y 5 nM, entre 0,05y 1 nM, entre 0,5 y 500 nM, entre 0,5y 100 nM, entre 0,5y 50
nM, entre 0,5y 10 nM, entre 0,5 nM y 1 nM, entre 1y 10 nM, entre 3y 10 nM, entre 3 y 8 nM, entre 4 y 6 nM. Por
ejemplo, el ligando de ErbB3/4 puede estar presente a una concentracion de aproximadamente 5 nM. En algunas
realizaciones, el ligando de ErbB3/4 se usa a una concentracion de por lo menos 0,05 nM, por lo menos 0,5 nM, por
lo menos 1 nM, por lo menos 3 nM, por lo menos 4 nM, por lo menos 5 nM, por lo menos 10 nM, por lo menos 50
nM, o por lo menos 100 nM.

Ademas del ligando de ErbB3/4, los medios de cultivo celular generalmente contienen una serie de
componentes que son necesarios para apoyar el mantenimiento y/o expansion de las células cultivadas. Por lo tanto,
un medio de cultivo celular de la invenciéon contendra normalmente muchos otros componentes ademas de un
ligando de ErbB3/4, uno o mas ligandos de FGFR2b y un agonista de Wnt. El experto en la técnica puede formular
facilmente combinaciones adecuadas de componentes, teniendo en cuenta la divulgacion de la presente. Un medio
de cultivo de acuerdo con la invencion sera generalmente una solucién nutritiva que comprende componentes de
cultivo celular estandar como aminoacidos, vitaminas, sales inorganicas, una fuente de energia de carbono y un
tampon como se describe con mas detalle a continuacion. Otros componentes estandar del cultivo celular que
pueden incluirse en el cultivo incluyen hormonas, como progesterona, proteinas, como albumina, catalasa, insulina y
transferrina. Estos otros componentes estandar de cultivo celular componen el medio de cultivo “basal”.

Un medio de cultivo de acuerdo con la invencion puede generarse mediante la modificacion de un medio de
cultivo celular existente. El experto en la técnica comprendera, a partir del conocimiento general comun, los tipos de
medios de cultivo que podrian ser adecuados para la modificacion para su uso en cultivo de células madre
epiteliales. Los medios de cultivo celular adecuados estan disponibles comercialmente e incluyen, pero no estan
limitados a, medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), medio minimo esencial (MEM), Knockout-DMEM (KO-
DMEM), medio minimo esencial de Glasgow (G-MEM), medio de Eagle basal (BME), DMEM/F12 de Ham,
DMEM/F12 de Ham avanzado, medio de Dulbecco modificado de Iscove y medio minimo esencial (MEM), Ham's F-
10, F12 de Ham, medio 199 y medio RPMI 164. También se proporcionan ejemplos de cultivos "basales" adecuados
en la W02012/168930, la WO2010/090513 y la WO 2012/014076.

En algunas realizaciones, el medio basal es AdDF+++. En algunas realizaciones, el AdDF+++ comprende
DMEM/F12 avanzado (medio Eagle modificado de Dulbecco/F-12 de Ham), GlutaMax, HEPES,
penicilina/estreptomicina, primocina.

En algunas realizaciones, el medio basal es D10F. En algunas realizaciones, el D10F comprende 31966-
DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco), suero bovino fetal (FBS) y penicilina/estreptomicina.

Por tanto, en algunas realizaciones, se usa uno de estos medios de cultivo celular preexistentes como
medio de cultivo basal al que se le afiaden el uno o mas ligandos de Erb3/4, uno o mas ligandos de FGFR2b (por
ejemplo, FGF7 y/o FGF10) y/o uno o mas agonistas de WNt (preferiblemente un liganto de Lgr5 agonista,
preferiblemente Rspondina. En algunas realizaciones, el medio de cultivo de la invencion comprende los siguientes
componentes: (i) FGF7 y/o FGF10 y (ii) Rspondina. En algunas realizaciones, el medio de cultivo de la invencion
comprende los siguientes componentes: (i) FGF7 y/o FGF10, (ii) Rspondina y (iii) uno o mas ligandos de receptor
tirosina quinasa adicionales.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo de la invencion comprende ademas uno o mas componentes
seleccionados de: un inhibidor de BMP (por ejemplo, Noggin), B27, N-acetilcisteina, nicotinamida, un inhibidor de
ROCK, un inhibidor de TGF-beta (por ejemplo, A83-01), un inhibidor de la quinasa MAP p38 (por ejemplo, SB
202190).

En algunas realizaciones, el medio de cultivo de la invencion comprende un ligando de ErbB3/4, Rspondina,
un inhibidor de BMP (por ejemplo, Noggin), B27, N-acetilcisteina, Nicotinamida, un inhibidor de ROCK, un inhibidor
de TGF-beta (por ejemplo, A83-01), un inhibidor de quinasa p38 MAP (por ejemplo, SB 202190), FGF7 y FGF10, y
opcionalmente uno o mas componentes adicionales seleccionados de: uno o mas ligandos del receptor de tirosina
quinasa adicionales (por ejemplo, EGF, anfirregulina, TGF-alfa, PDGF), un agente estabilizador de p53 y un agonista
de Wnt (por ejemplo, Wnt3a).

Como resultara evidente para el lector experto, los métodos de cultivo preferidos de la invencion son
ventajosos porque no se requieren células alimentadoras. Las capas de células alimentadoras se usan a menudo
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para apoyar el cultivo de células madre e inhibir su diferenciacion. Una capa de células alimentadoras es
generalmente una monocapa de células que se cocultiva con las células de interés y que proporciona una superficie
adecuada para el crecimiento de las mismas. La capa de células alimentadoras proporciona un entorno en el que
pueden crecer las células de interés. Las células alimentadoras a menudo se inactivan mitéticamente (por ejemplo,
mediante irradiacién o tratamiento con mitomicina C) para prevenir su proliferacion. El uso de células alimentadoras
no es deseable ya que complica el paso de las células (las células deben separarse de las células alimentadoras en
cada pase, y se requieren nuevas células alimentadoras en cada pase). El uso de células alimentadoras también
puede llevar a la contaminacién de las células deseadas con las células alimentadoras. Esto es claramente
problematico para cualquier aplicacién médica, e incluso en un contexto de investigacion, complica el analisis de los
resultados de cualquier experimento realizado en las células. Los medios de cultivo de la invencién son
particularmente ventajosos porque pueden usarse para cultivar células sin contacto con células alimentadoras, es
decir, los métodos de la invencién no requieren una capa de células alimentadoras para apoyar las células cuyo
crecimiento esta siendo promocionando.

Por consiguiente, las composiciones pueden ser composiciones libres de células alimentadoras. Se
considera convencionalmente que una composicion esta libore de células alimentadoras si las células de la
composicion se han cultivado durante por lo menos un pase en ausencia de una capa de células alimentadoras. Una
composicion libre de células alimentadoras contendra normalmente menos de aproximadamente el 5%, menos de
aproximadamente el 4%, menos de aproximadamente el 3%, menos de aproximadamente el 2%, menos de
aproximadamente el 1% de células alimentadoras (expresado como un % del numero total de células en la
composicion) o preferiblemente ninguna célula alimentadora.

Inhibidores de BMP

El medio de cultivo de la invencién puede comprender ademas uno o mas inhibidores de la proteina
morfogenética 6sea (BMP).

En algunas realizaciones, el medio de cultivo puede comprender cualquier inhibidor de BMP adecuado. Las
BMP se unen como un ligando dimérico a un complejo receptor que consiste de dos receptores serina/treonina
quinasas diferentes, receptores de tipo | y de tipo Il. El receptor de tipo Il fosforila al receptor de tipo |, lo que da
como resultado la activacion de este receptor quinasa. Posteriormente, el receptor tipo | fosforila sustratos de
receptores especificos (SMAD), lo que da como resultado una via de transduccion de sefiales que lleva a la
actividad transcripcional. Ventajosamente, los inhibidores de BMP promueven la expresion de Lgr5, por lo que la
presencia de un inhibidor de BMP en un medio de cultivo de la invencién probablemente dara como resultado mas
organoides proliferativos que si el inhibidor de BMP esta ausente. En algunas realizaciones, las células cultivadas
con un inhibidor de BMP han regulado por incremento la expresion de Lgr5 en comparacion con las células
cultivadas sin un inhibidor de BMP. Por lo tanto, la adicién de un inhibidor de BMP tipicamente da como resultado
organoides mas proliferativos.

Un inhibidor de BMP se define como un agente que se une a una molécula de BMP para formar un
complejo en el que se neutraliza la actividad de BMP, por ejemplo, evitando o inhibiendo la unién de la molécula de
BMP a un receptor de BMP. Alternativamente, dicho inhibidor es un agente que actda como un antagonista o
agonista inverso. Este tipo de inhibidor se une a un receptor de BMP y evita la unién de una BMP a dicho receptor.
Un ejemplo de un ultimo agente es un anticuerpo que se une a un receptor de BMP y evita la union de BMP al
receptor unido al anticuerpo.

Puede afadirse un inhibidor de BMP al medio en una cantidad eficaz para inhibir una actividad dependiente
de BMP en una célula como maximo hasta el 90%, mas preferido como maximo hasta el 80%, mas preferido como
maximo hasta el 70%, mas preferido como maximo hasta el 50%, mas preferido como maximo hasta el 30%, mas
preferido como maximo hasta el 10%, mas preferido al 0%, con respecto a un nivel de actividad de BMP en ausencia
de dicho inhibidor, evaluado en el mismo tipo de célula. Como es conocido por un experto en la técnica, una
actividad de BMP puede determinarse midiendo la actividad transcripcional de BMP, por ejemplo, como se
ejemplifica en Zilberberg et al., 2007. BMC Cell Biol. 8:41.

Se conocen varias clases de proteinas de uniéon a BMP naturales, incluyendo Noggin (Peprotech), cordina y
proteinas similares a cordina (R&D systems) que comprenden dominios de cordina, proteinas relacionadas con
folistatina y folistatina (R&D systems) que comprenden un dominio de folistatina, proteinas DAN y similares a DAN
(R&D systems) que comprenden un dominio de nudos de cisteina DAN, esclerostina/SOST (R&D systems), decorina
(R&D systems) y macroglobulina alfa-2 (R&D systems).

Ejemplos de inhibidores de BMP para su uso en un método de la invencion son Noggin, DAN y proteinas
similares a DAN que incluyen Cerberus y Gremlin (R&D systems). Estas proteinas difusibles pueden unirse a un
ligando de BMP con varios grados de afinidad e inhibir su acceso a los receptores de sefalizacion. La adicion de
cualquiera de estos inhibidores de BMP al medio de cultivo basal evita la pérdida de células madre.
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Un inhibidor de BMP preferido es Noggin. Por consiguiente, en algunas realizaciones, el medio de cultivo
como se describe en la presente comprende Noggin. En el contexto de un medio de cultivo de la invencion, también
se hace referencia a Noggin en la presente como "No". Noggin se afiade preferiblemente al medio de cultivo basal a
una concentracion de por lo menos 10 ng/ml, por ejemplo, por lo menos 20 ng/ml, mas preferiblemente por lo menos
25 ng/ml. Una concentraciéon aun mas preferida es de aproximadamente 25 ng/ml.

Durante el cultivo de células madre, dicho inhibidor de BMP puede afadirse al medio de cultivo cuando se
requiera, por ejemplo, diariamente o cada dos dias. El inhibidor de BMP se afiade preferiblemente al medio de
cultivo cada dos dias. El medio de cultivo puede renovarse cuando se requiera, por ejemplo, diariamente o cada dos
dias.

Agonistas de Wnt

Los medios de cultivo de la invencion comprenden uno o mas agonistas de Wnt. La via de sefalizacion de
Wnt se define por una serie de eventos que se producen cuando se activa el complejo del receptor de Wnt de la
superficie celular, que comprende un receptor Frizzled, LRP y LGR, que suele ser una molécula de sefalizacion
extracelular, como un miembro de la familia Wnt. Esto da como resultado la activacion de proteinas de la familia
Disheveled que inhiben un complejo de proteinas que incluye axina, GSK-3 y la proteina APC para degradar la -
catenina intracelular. La B-catenina nuclear enriquecida resultante mejora la transcripcion por los factores de
transcripcién de la familia TCF/LEF.

Un agonista de Wnt se define como un agente que activa la transcripcion mediada por TCF/LEF en una
célula. Por lo tanto, los agonistas de Wnt se seleccionan entre los verdaderos agonistas de Wnt que se unen y
activan el complejo del receptor de Wnt, incluyendo todas y cada una de las proteinas de la familia Wnt, un inhibidor
de la degradacion intracelular de B-catenina, un inhibidor de GSK (como CHIR9901) y activadores de TCF/LEF..

En algunas realizaciones, un agonista de Wnt es una glicoproteina secretada que incluye Wnt-1/Int-1, Wnt-
2/Irp (proteina relacionada con InM), Wnt-2b/13, Wnt-3/Int-4, Wnt-3a (R&D Systems), Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-5b, Wnt-6
(Kirikoshi H et al 2001 Biochem Biophys Res Com 283 798-805), Wnt-7a (R&D Systems), Wnt-7b, Wnt-8a/8d, Wnt-
8b, Wnt-9a/14, Wnt-9b/14b/15, Wnt-10a, Wnt-10b/12, WnM 1 y Wnt-16. Una descripcion general de las proteinas
Wnt humanas se proporciona en “THE WNT FAMILY OF SECRETED PROTEINS”, Catalogo de R&D Systemas,
2004. En algunas realizaciones, el agonista de Wnt es un inhibidor de RNF43 o ZNRF3. Se ha demostrado que
RNF43 y ZNRF3 residen en la membrana celular y regulan negativamente los niveles del complejo receptor de Wnt
en la membrana, probablemente por ubiquitinacién de Frizzled. Por lo tanto, los inventores plantean la hipétesis de
que la inhibicion de RNF43 o ZNRF3 con anticuerpos antagonistas, ARNi o inhibidores de moléculas pequefas
estimularian indirectamente la via Wnt. RNF43 y ZNRF3 tienen un dominio de anillo catalitico (con actividad de
ubiquitinacién), que puede dirigirse en el disefio de inhibidores de moléculas pequefias. Varios anticuerpos anti-
RNF43 y varios anticuerpos anti-ZNRF3 estan disponibles comercialmente. En algunas realizaciones, tales
anticuerpos son agonistas de Wnt adecuados en el contexto de la invencion.

En una realizacion preferida, el agonista de Wnt en el medio de cultivo es cualquier agonista capaz de
estimular la via de Wnt a través del receptor de superficie celular Lgr5, es decir, en una realizacion preferida, el
agonista de Wnt en el medio de cultivo es un agonista de Lgr5. Los agonistas de Lgr5 conocidos incluyen
Rspondina, fragmentos y derivados de la misma, y anticuerpos anti-Lgr5 (por ejemplo, ver WO 2012/140274 y De
Lau, W. et al. Nature, 4 de julio de 2011; 476(7360):293-7). Un agonista de Lgr5 preferido es Rspondina. Puede
usarse cualquier Rspondina adecuada, por ejemplo, puede seleccionarse de una o mas de Rspondina 1, Rspondina
2, Rspondina 3 y Rspondina 4 o derivados de las mismas. Por ejemplo, puede usarse cualquiera de Rspondina 1
(NU206, Nuvelo, San Carlos, CA), Rspondina 2 ((R&D Systems), Rspondina 3 y Rspondina 4). A la Rspondina 1, 2,
3 y 4 también se hace referencia en la presente como "Rspondina 1-4". Pueden usarse fragmentos de Rspondina
como agonista de Wnt. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el agonista de Wnt es un fragmento de Rspondina
que comprende o consiste del dominio furina. Ejemplos de fragmentos de Rspondina adecuados estan
representados por la secuencia de aminoacidos enumerada en la SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 o
SEQ ID NO: 31 o de secuencias con mas del 70, 80, 90 o 99% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 o SEQ ID NO: 31. En algunas realizaciones, el agonista de Lgr5 es un anticuerpo
anti-Lgr5, mas preferiblemente un anticuerpo anti-Lgr5. Un ejemplo de un anticuerpo anti-Lgr5 agonista es 1D9
(disponible comercialmente de BD Biosciences, BDB562733, N° 562733). Por lo tanto, en una realizacion, el
agonista es el anticuerpo 1D9. La VL del anticuerpo 1D9 esta representada por la SEQ ID NO: 32 y la VH esta
representada por la SEQ ID NO: 33. Por lo tanto, en una realizacion, el agonista es un anticuerpo que comprende o
consiste de la SEQ ID NO: 32 y/o la SEQ ID NO: 33.

En algunas realizaciones, el agonista de Wnt en el medio de cultivo es cualquier agonista capaz de
estimular la via de Wnt a través del receptor de superficie celular Lgr4, es decir, en algunas realizaciones, el
agonista de Wnt en el medio de cultivo es un agonista de Lgr4.

En algunas realizaciones, el agonista de Wnt en el medio de cultivo es cualquier agonista capaz de
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estimular la via de Wnt a través del receptor de superficie celular Lgr6, es decir, en algunas realizaciones, el
agonista de Wnt en el medio de cultivo es un agonista de Lgr6.

El agonista de Wnt puede afadirse al medio en una cantidad eficaz para estimular la actividad de Wnt en
una célula en por lo menos un 10%, mas preferido por lo menos un 20%, mas preferido por lo menos un 30%, mas
preferido por lo menos un 50%, mas preferido por lo menos el 70%, mas preferido por lo menos el 90%, mas
preferido por lo menos el 100%, con respecto al nivel de dicha actividad de Wnt en ausencia de dicha molécula,
evaluado en el mismo tipo de célula. Como es conocido por un experto en la técnica, la actividad de Wnt puede
determinarse midiendo la actividad transcripcional de Wnt, por ejemplo mediante constructos informadores de
luciferasa pTOPFLASH y pFOPFLASH Tcf (Korinek et al., 1997. Science 275: 1784-1787).

Puede proporcionarse un agonista de Wnt soluble, como Wnt-3a, en forma de medio acondicionado con
Whnt. Por ejemplo, puede usarse un medio acondicionado de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 30%,
por ejemplo, de aproximadamente 10 ng/ml a aproximadamente 10 ug/ml, preferiblemente de aproximadamente 1
pg/ml, Wnt.

La Rspondina 1-4 se puede proporcionar en forma de medio acondicionado con Rspo. Por ejemplo, pueden
usarse medios acondicionados con Rspo de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 30%, por ejemplo, de
aproximadamente 10 ng/ml a aproximadamente 10 ug/ml, preferiblemente de aproximadamente 1 pg/ml.

En el medio de cultivo se usan uno o mas, por ejemplo, 2, 3, 4 o mas agonistas de Wnt. En una realizacion,
el medio de cultivo comprende un agonista de Lgr5, por ejemplo Rspondina, y comprende adicionalmente un
agonista de Wnt adicional. En este contexto, el agonista de Wnt adicional puede seleccionarse, por ejemplo, del
grupo que consiste de Wnt-3a, un inhibidor de GSK (como CHIR99021), Wnt-5, Wnt-6a y Norrin. En una realizacion,
el medio de cultivo comprende Rspondina y comprende adicionalmente un ligando de Wnt soluble, como Wnt3a. Se
ha demostrado que la adicién de un ligando de Wnt soluble es particularmente ventajosa para la expansion de
células madre epiteliales humanas (como se describe en la W0O2012/168930).

Puede usarse cualquier concentracion adecuada de agonista de Wnt, por ejemplo, Rspondina, por ejemplo,
por lo menos 200 ng/ml, mas preferiblemente por lo menos 300 ng/ml, mas preferiblemente por lo menos 500 ng/ml.
Una concentracion aun mas preferida de Rspondina es por lo menos de 500 ng/ml o aproximadamente 1 pg/ml.

Durante el cultivo de células madre, dicho agonista de Wnt puede afiadirse al medio de cultivo cuando sea
necesario, por ejemplo, diariamente o cada dos dias. El agonista de Wnt se afiade preferiblemente al medio de
cultivo cada dos dias.

Anticuerpos

Los anticuerpos, como los anticuerpos anti-ErbB3/4, los anticuerpos anti-Lgr5 agonistas o los inhibidores de
TGF-beta antagonistas (ver mas abajo), usados en la invencion pueden ser cualquier anticuerpo, fragmento, etc. Un
anticuerpo convencional esta compuesto de dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas que
estan unidas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada y ligera contiene una region constante y una region
variable. Cada region variable contiene tres CDR que son principalmente responsables de unir un epitopo de un
antigeno. Se denominan CDR1, CDR2 y CDR3, numeradas secuencialmente desde el extremo N-terminal, de las
cuales la region CDR3 comprende la region mas variable y normalmente proporciona una parte sustancial de los
residuos de contacto a un objetivo. Las porciones mas conservadas de las regiones variables se denominan
"regiones marco".

El término anticuerpo se usa en la presente en el sentido mas amplio y cubre especificamente, pero no se
limita a, anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa) de cualquier isotipo,
como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, anticuerpos policlonales incluyendo anticuerpos policlonales recombinantes.,
oligoclénicos, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos quiméricos, nanocuerpos, diacuerpos, BiTE's, Tandabs,
mimetocuerpos, anticuerpos biespecificos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos
desinmunizados y fragmentos de anticuerpos. Ademas, los andamiajes estaran cubiertos bajo este término, tales
como Anticalinas, Ankarinas, etc. Un anticuerpo reactivo con los epitopos especificos de las proteinas Lgr
analizadas anteriormente puede generarse mediante métodos recombinantes como la seleccion de bibliotecas de
anticuerpos recombinantes en fagos o vectores similares, o inmunizando a un animal con los epitopos de Lgr de los
acidos nucleicos que los codifican.

En una realizacién, un anticuerpo de acuerdo con la invencion comprende un anticuerpo de dominio Unico,
un fragmento F(ab')2, Fab, Fab' o Fv de cadena sencilla (scFv). Puede estar presente un fragmento Fc, que por
ejemplo activa el complemento y puede unirse a receptores Fc, pero no es necesario para un anticuerpo y variantes
o derivados del mismo. Un fragmento scFv es un fragmento de union a epitopo que contiene por lo menos un
fragmento de una regioén variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo unido a por lo menos un fragmento de una
region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo. El conector puede ser un péptido corto y flexible selecci